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1. ComunicacIón Intercelular
La comunicación en los organismos multicelulares se realiza, en su
mayor parte, a través de sustancias químicas extracelulares. Las células
delimitan su estructura frente al medio extracelular por una bicapa lipídica
que regula el acceso de una serie de sustancias, que pueden ser moléculas
tan complejas como las proteínas o tan simples como los iones. Para
comunicarse con el medio extracelular, las células han desarrollado
mecanismos de transducción de señales que permiten detectar cambios en la
concentración de sustancias en su superficie externa, reconocer y transmitir
esta información a través de la membrana plasmática y, traducirla en señales
intracelulares.
En algunos sistemas de transducción de señales la detección de
estímulos extraceluilares y la generación de la respuesta intracelular son
propiedades de la misma proteína o del mismocomplejo proteico. Es el caso de
los canales iónicos (por ejemplo, el receptor GASA., o el receptor nicotínico
de acetilcolina), y el de los receptores con actividad enzimática intrínseca en
el dominio intracelular (es el caso de los receptores de insulina y de los
factores de crecimiento que presentan actividad lirosina quinasa o del
receptor de péptido natriurético que presenta actividad guanilato ciclasa).
El resto de los sistemas de transducción de señales son más complejos puesto
que el receptor y el efector son proteínas distintas que se comunican a través
de unas proteínas reguiadoras que unen nucleótidos de guanina, las
proteínas G -
En la transmisión de señales regulada por proteínas G participan,
básicamente, tres componentes:
i) Receptor. Los receptores acoplados a las proteínas G son funcional
y estructuralmente homólogos a pesar de la gran variedad de los estímulos
que median, desde luz, olor y sabor hasta mensajeros extracelulares como
aminas biógenas, proteínas o péptidos. Tienen un tamaño molecular muy
parecido (40-120 kDa) y forman siete dominios transmembranares unidos por
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tres bucles extracelulares y tres bucles intracelulares - Presentan dos sitios
de unión de gran importancia, uno de reconocumento y unión para el ligando
y otro para la interacción con las proteínas G.
U) Proteína G. Transmite la información desde el receptor hasta el
efector intracelular. Es un heterotrimero formado por subunidades a (alta),
(3 (beta) y t (gamma), siendo la subunidad a la que une nucleótidos de
guamna y presenta actividad GTPásica.
iii) Efector. Genera los cambios intracelulares tras la recepción de la
señal. Puede ser un sistema enzimático como la adenilato ciclasa, la
fosfolipasa C específica de los fosfatidil—inositoles, la fosfodiesterasa
específica de cGMP, la fosfolipasa A2, transportadores de Mg
2 y de glucosa,
pero también son efectores los canales de Ca2, K y Nat
1.1. Desarrolla histórico
El estudio de la transmisión de señales entre células se inició a final de
la década de los 50 cuando Rail y col. (1956) estudiaban la estimulación por
la hormona adrenalina de la liberación de glucosa en hepatocitos. Los análisis
de los fragmentos celulares revelaron que la adrenalina estimulaba la
conversión del ATP en un nucleótido, desconocido entonces, el AMPc. Este
proceso era catalizado por una enzima de la membrana plasmática, también
desconocida, la adenilato ciclasa (AC). La participación de los nucleótidos
de guanina en la transmisión de la señal de la adrenalina se demostró años
más tarde. Por un lado, se observó que para que la hormona glucagón
actívara la AC era necesaria la presencia en los ensayos tanto de su receptor
como del GTP (Robdell y col., 1971a; Robdeil y col., 1971b); y por otro,
Cassel y Selinger (1976) descubrieron que cuando se añadía adrenalina a
fragmentos de membrana plasmática, no sólo se estimulaba la AC, sino que el
GTP se transformaba en GDP y Pi por la acción de una GTPasa.
A finales de los años 70, Ross y Giman (1977) diseñaron un
experimento para restaurar la actividad AC en una línea celular mutante,
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denominada cyc% que presentaba receptores para la adrenalina pero que
aparentemente no expresaba dicha actividad enzimática. Al añadir a estas
células un extracto conteniendo actividad AC y exponerlas a la presencia de
adrenalina, las células producían AMPc. Sin embargo, sorprendentemente al
utilizar un extracto inactivado las células también sintetizaban AMPc. La
explicación llegó pronto. Las células cy& presentaban actividad AC, pero su
sflencio se debía a la ausencia de un componente celular esencial para la
activación de la enzima - Ross y Gilman demostraron que dicho componente era
una proteína que se activaba por el GTP, a la que denominaron proteína G.
Asumieron que la adrenalina era capaz de estimular la producción de AMPc
al transmitir la información desde su receptor a una proteína G, que tras
unir GTE activaba la AC para convertir ATP en AMPc. Esta proteína G fue
purificada por Sternweiss y col. en 1981 y denominada G.., ya que estimulaba
la AC. Casi simultáneamente se descubrió otro tipo de proteína G que se
denominó G~ (o transducina) implicada en la respuesta a la luz de los
bastones de la retina (Bitensky y col., 1981; Stryer y col., 1981). Desde
entonces, por técnicas de purificación y clonaje se han identificado hasta 21
subtipos distintos de proteínas G.
1.2. ~
Los receptores acoplados a proteínas G son proteínas integrales de
membrana. Gran cantidad de moléculas, incluyendo hormonas y
neurotransmisores, se unen de modo especifico a los receptores de la
membrana plasmática. La unión de un ligando provoca la interacción del
receptor y la proteína G <en su forma heterotrimérica) en la cara intracelular
de la membrana, la proteína G se activa y de este modo seinicia la respuesta
celular.
Se han descrito tres familias de receptores acoplados a las proteínas
G. La familia principal, en la que se incluyen unos 300 miembros, tiene como
ligan dos a neurotransmisores, neuropéptidos, hormonas glicoprotéicas,
moléculas olfatorias y fotones. Estos receptores se caracterizan porcompartir
la misma estructura tridimensional y gran similitud de secuencia, al menos en
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su porción transmembranar - Los receptores metabotrópicos de glutamato y
los de secretina constituyen las otras dos familias de receptores acoplados a
proteínas G pero no comparten con la familia principal el patrón de secuencia
(Baldwin, 1994).
Tras el clonaje de los receptores de la familia principal se ha podido
analizar su estructura aminoacidica formada por 450-600 aminoácidos.
Presentan siete dominios transmembranares de carácter hidrofóbico (1, II,
III, IV, y, VI y VII), cada uno de ellos con 24-28 aminoácidos, que forman
a hélices conectadas entre si por seis bucles hidrofilicos, tres internos (i,,
i2 ei3) ytresexternos (e1, e2 ye3). Elextreinoaminoterminal, delongitud
muy variable y a menudo glicosilado, está expuesto a la cara externa de la
membrana plasmática, mientras que el carboxilo terminal, con abundancia de
residuos de serna y treonina susceptibles de ser fosforilados, está orientado
hacia la cara interna.
COOH
Figua 1. Representación esquemática de un receptor acoplado a proteinas G en la que se observan los
siete dominios transmembranares que se agrupan formando una zona que es reconocida por las ligandos.
En el recuadro se ofrece una visión del plano exterior de la membrana plasmática en el que se aprecia
como las a hélices participan en la creación del sitio de unión para el ligando.
NI]2
Ilqando
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De las aproximaciones experimentales que se utilizan para estudiar la
estructura y función de los receptores, la mutagénesis dirigida y la
construcción de receptores quiméricos son las que proporcionan una mejor
información sobre qué regiones del receptor son esenciales para la
interacción con el ligando y con las proteínas transductoras.
Los dominios transmembranares además de anclar el receptor a la
membrana, generan el sitio especifico de unión para los agonistas y
antagonistas, al menos en el caso de los receptores para hormonas,
neurotransmisores pequeños y fotones. Sin embargo, en los receptores para
hormonas de alto peso molecular como son las glicosiladas: la hormona
estimulante del tiroides (TSH), la hormona luteinica (LH ) /la gonadotropina
coriónica humana (hCG) y la hormona estimulante de los foliculos (FSH), el
sitio de unión especifico para los ligandos parece estar localizado en los
dominios extracelulares del receptor (Bockaert, 1991). En este trabajo se
van a describir únicamente los receptores mencionados en primer lugar. En
los dominios transmembranares del receptor es donde se da la mayor
conservación en las secuencias. Entre los receptores de una misma subfamilia
(para un mismo ligando) se da mayorcoincidencia, disminuyendo la homología
al comparar receptores de distintas subfamilias. Presentan gran abundancia
de residuos de prolina y glicina que, i) podrían contribuir a la formación de
un “bosillo” al que solamente se unirla de modo especifico un determinado
ligando y, II) podrían participar en la transmisión a la zona intracelular de
la molécula los cambios conformacionales que el receptor sufre tras la unión
del ligando.
El lugar del reconocúmento para el ligando también presenta
caracteristicas comunes en los diferentes receptores. Los residuos
conservados (con carga neta negativa) de los segmentos transmembranares
podrían actuar como estabilizadores de carga para los ligan dos (cargados
positivamente). De especial importancia en la unión de agonistas parece ser
un residuo de ácido aspártico localizado en el segmento transmembranar II de
los receptores. Su sustitución por un residuo de asparagina en el receptor
opioide 6 supone la pérdida de laafinidad para los agonistas 6 selectivos pero
11
no afecta a la unión de antagonistas ni a la de agonistas opioides no selectivos
lo que sugiere que los agonistas específicos y los antagonistas se unen de
modo distinto a este receptor (Kong y col., 1993).
La interacción con las proteínas G se localiza en el tercer bucle
intracelular (i3), entre las hélices transmembranares y y VI, y en el extremo
carboxio terminal, después del segmento VII (Díxon y col., 1987; Lefkowitz
y col., 1989; Lefkowitz y col., 1993; Sullivan y col., 1987). A este
reconocimiento también contribuirían los residuos cargados de los segmentos
transmembranares. Del estudio de mutantes del receptor muscarínico m3 de
acetilcolina (Kunkel y Peralta, 1993) y de los trabajos realizados con el
receptor dopaminérgico D2 (Malek y col., 1993) se ha podido determinar la
importancia para la transducción de señales de dos agrupaciones de residuos
de carácter básico localizadas cerca de los segmentos transmembranares y y
VI. El bucle i2 también parece ser un punto de contacto entre receptor y
proteína G (Sullivan y col., 1987; Taylor, 1990). Trabajos recientes con
receptores de acetilcolina han puesto de manifiesto la importancia de un
dominio hidrofóbico del bucle i2 en el acoplamiento de los receptores a las
proteínas transductoras G que median la inhibición de la AC y la estimulación
de la fosfolipasa C (PLC) (McClue y col., 1994; Moro y col., 1993; Zhu y
col., 1994). Dado que la sustancia P, el mastoparán, y otros péptidos que
presentan en su secuencia agrupaciones de residuos de carácter básico
estimulan la actividad GTPásica en presencia de fosfolipidos, se piensa que
son capaces de activar directamente las proteínas G mimetizando la zona del
receptor con acumulación de cargas positivas (Higashijima y col., 1988; 1990;
Mousli y col., 1990). A pesar de estas similitudes, se observan pocas
homologías de secuencia en las regiones del receptor implicadas en el
acoplamiento con proteínas G incluso en aquellos que interaccionan con las
mismas proteínas G (Strosberg, 1991).
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1.3. proteínas G
Las proteínas G coordinan la relación receptor-efector ya que reciben
la información desde los receptores y la transducen para regular a los
efectores proteicos (enzimas o canales iónicos), que posteriormente movilizan
a los segundos mensajeros intracelulares. Se encuentran en todas las células
eucarióticas en las que controlan funciones metabólicas, hormonales y de
desarrollo. Forman parte de una gran familia de GTPasas en la que se
mcluyen:
i) proteínas G de bajo peso molecular (en torno a 20—25 kfla). Se
incluyen las subfamilias Ras, Eho, Rab, Rac y Art, que participan en la
proliferación y diferenciación celular, en el transporte vesicular, en la
organización del citoesqueleto y en la regulación de funciones nucleares
(Bourne y col., 1990; Feig, 1994; LLedo y col., 1994). Los factores
bacterianos relacionados con lasíntesis proteica (como el factor de elongación
bacteriano TU) también se han clasificado dentro de este grupo.
U) proteínas G heterotriméricas formadas por tres subunidades
distintas: a, (3 y r, de pesos moleculares 40—46, 37 y 7—9 }cDa,
respectivamente. En estas proteínas vamos a centrar la exposición del
presente trabajo. Son las encargadas de la transducción de señales
extraceluiares en respuestas intracelulares aunque, al igual que las
proteínas G de bajo peso molecular, también participan en la formación,
transporte y exocitosis de las vesículas de secreción (Aroni y DiFiglia,
1992).
La subunidad a de las proteínas G heterotriméricas presenta actividad
enzímática intrínseca. Cuando se encuentra unida al GDP, la subunidad a es
inactiva. Un receptor activado por un ligando cataliza el intercambio de GDP
por GTE en la proteína G, que entonces interacciona con una proteína
efectora para producir una señal intracelular. El estado activo de la proteína
G finaliza con la actividad GTPásica intrínseca. Como en el caso de las
proteínas G heterotriméricas, las proteínas G de bajo peso molecular también
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interaccionan con proteínas “receptorast~ y “efectoras” especificas - Estas
interacciones se regulan por el estado activo” (GTP unido) o “inactiVo”
(GDF unido) de las proteinas G. En la Figura 2 se comparan los componentes
que participan en el ciclo de activación de las proteínas G de bajo peso
molecular y de las proteínas G heterotríméricas. Como se observa en esta
figura se han descrito gran número de proteínas que interaccionan con las
proteínas G de bajo peso molecular, sin embargo, su designación como
receptoras o efectoras todavía no está clara. Entre estas proteínas se
encuentran i) las GAPs (proteínas activadoras de la actividad GTPásica),
que estimuian la actividad GTPásica de baja Km y que son especificas para
cada subfamilia de proteínas G de bajo peso molecular, y u) las GEPs
(proteínas intercambiadoras de nucleótidos de guanina) formadas por
inhibidores y estimuladores de la disociación de GDP, que interaccionan con
las proteínas G de bajo peso molecular cuando están unidas al GDP, regulan
la liberación de GDP y por tanto la tasa de conversión entre los estados
inactivo y activo. En contraposición con las GAPs, las GEPs no son totalmente
especificas y parecen ser capaces de regular proteínas G de bajo peso
molecular pertenecientes a diferentes subfamilias (Yamane y Fung, 1993).
Feig (1994) ha propuesto como GEPs para la subfamiuia Ras a receptores con
actividad tírosina quinasa como es el caso del receptor para el factor de
crecimiento epidérmico.
E Proteína G Sistema
Gs, Ci adenilato c¡clasa
R 172> ¡GGDP¡ 1:2> EFECTO Gt, Golf sensorial
lÓnactivo~~tivo> ¡<aCItvo~~vo) Go Ga canales jónicos
Gq lbsfolipasa
Actividad GTPásica
intrínseca
GEP
Proteína G Sistema
E~5~q fl~fl ras. rab transporte
SENAL E)> ~ ~ EFECTO rho vesicular.
roe exOCttOStS
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CAP
Figura 2. Mecanismos de transducción de seflales mediadas por proteínas G. Panel A: Activación de las
proteínas G heterotriméricas. Un receptor activo cataliza el intercambio del GDP par GTP en la subunidad
a. Panel B: Componentes conocidas de la tranaducción mediada por las proteínas G de bajo pesa molecular.
Una seAal conduce a la proteína 6 a su estada activo, proceso facilitado par GEN. En ambos casos la
actividad GTPásica devuelve a la proteína 6 a su estado inactivo.
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Todas las subunidades a contienen segmentos de secuencia homólogos
a las secuencias de las proteínas G de bajo peso molecular, por ello se piensa
que estas regiones tan conservadas en las subunidades a son las
directamente relacionadas con la hidrólisis del GTP. Estas regiones se han
denominado A, C, G, eE (Figura 3).
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Figura 3. Distribución de la especificidad de secuencias entre las distintas subunidades 6... Las cajas
vacías representan los dominios altamente conservados. Las cajas oscuras son las regiones que presentan
mayor diversidad en las secuencias de aminoácidos entre las diferentes subunidades.
La subunidad (3y la subunidad r forman el complejo estable frr, que
sólamente es disociable en condiciones desnaturalizantes (Neer y Clapham,
1988). La afinidad del complejo f3r por la subunidad a viene determinada por
los subtipos de (3y de t que lo forman (Kleuss y col., 1993). Recientemente
se ha implicado al complejo (3r en la transmisión de señales intracelulares,
como la activación de la fosfolipasa A2 (PLA2), la PLC o de la AC. Como los
complejos (3u son compartidos por diferentes subunidades a para formar el
herotrimero, las caracteristicas de la subunidad a seemplean en los trimeros
para definir a la proteína G completa. En zonas muy concretas con una gran
especialización en la transmisión de información como son los sinaptosomas,
se ha observado la existencia de proteínas G no sólo como heterotrimeros sino
también como multimeros de tamaño variable (Coulter y Rodbell, 1992;
Jahangeer y Rodbell, 1993; Nakamura y Rodbell, 1990). Recientemente se ha
propuesto un modelo, apoyado en gran medida en la observaciones
anteriores, que limita la movilidad de las proteínas G en la membrana - Según
este modelo los receptores, las proteínas G y posiblemente también los
efectores se encuentran organizados en grandes complejos moleculares que
Uniitan su movilidad en la membrana y potencian la especificidad de las
interacciones que se dan entre ellas (Neubig, 1994).
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Por técnicas de clonaje y secuenciación se han identificado en células
de mamíferos 21 subunidades a diferentes, 4 subunidades %3y 6 subunidades
y. Las primeras proteínas G se aislaron por técnicas convencionales de
purificación y se las asignó un subíndice según la función que desenpeflaran.
A la proteína O que ejercía un efecto estimulatorio sobre la AC sela denominó
G. (de “stimulation”), mientras que a la que ejercía un efecto inhibitorio
sobre la AC se la denominó G~ (de “inhibition”) (Bokoch y col., 1984;
Hildebrandt y col., 1983). La proteína Gk se encontró por primera vez en el
tejido atrial en el corazón y está relacionada con la regulación de los canales
de potasio. Sin embargo, al aumentar el número de proteínas O identificadas
por técnicas de clonaje, los nombres que les fueron asignados ya no aluden
a su función. La Ge,., como la G~, también está relacionada con la inhibición
de la AC pero no es susceptible de ser zibosilada por la PTX (Casey col.,
1990). La Gq está implicada en la regulación dela PLC (isoforma j3). La vista
y el olfato están mediadas por las proteínas G~ (de “transducin”) y G.1, (de
“ol±actory”), respectivamente. Recientemente ha sido descrita una nueva
proteína G, la G0 (de “gusducin”), cuya expresión está limitada a las papilas
gustativas. Presenta un 80% de homología de secuencia cori las G~,
especialmente en las regiones de las subunidades a que interaccionan con los
receptores y los efectores, y se la relaciona con una fosfodiesterasa. Por
último, la G~ (de “other”) se localiza fundamentalmente en tejidos excitables
como el corazón, la médula espinal o el cerebro. Esta distribución sugiere que
la G0 está asociada a la función de canales jónicos que controlan la
excitabilidad de las células. En la Tabla 1 se resumen las características de
las proteínas G mejor conocidas.
Subimidad a
La suburiidad a presenta actividad GTPásica intrínseca, además de un
único sitio de alta afinidad para la unión de nucleátidos de guanina, sus
características determinan la subfamília dentro de la cual se ubica el trilmero
y determina la especificidad de la proteina O por un receptor y un etector
concretos.
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En algunos casos las subunidades a presentan residuos que pueden ser
modificados covalentemente por toxinas bacterianas. La toxina del cólera
(CTX) cataliza la transferencia de una unidad de ADP-ribosa desde el NAD
(nicotinamida adenina nucleótido) a un residuo de arginina de las
subunidades a de determinadas proteínas G. En concreto, a la Arg’78 de la
O. y a la Arg’74 de la Gb,. La toxina pertúsica (PTX) cataliza la transferencia
de una unidad de ADP-ribosa desde el NAD a aquellas subunidades a que
poseen un residuo de cisteina en la cuarta posición contando a partir del
extremo carboxilo terminal. Las proteínas G que pueden sufrir esta
modificación son las G±,O. y la G~
1. La modificación de las subunidades a por
la CTX conduce a una activación contínua de estas proteínas (por inhibición
de la actividad GTPásica), mientras que la modificación por la PTX impide la
activación de la proteína O por el receptor.
Aunque ninguna de las subunidades a contiene regiones que se puedan
asociar a la bicapa lipídica, el heterotrímero está fuertemente unida a la
membrana plasmática (Hepler y Gilman, 1992). A esto parecen contribuir
ciertas modificaciones lipidicas que pueden sufrir las proteínas O. En
concreto, los ácidos grasos miristoico y palmítico pueden encontrarse unidos
covalentemente a las subunidades a de las proteínas O. Las subunidades a de
las proteínas G±1,G12, G~3, G., G,, y G~, es decir aquellas que presentan en
el extremo amino terminal un residuo de glicina, pueden estar miristofladas.
La incorporación del ácido miristoico es un proceso co-translacional esencial
para que las subunidades a establezcan interacciones de alta afinidad con el
complejo (3r y, por tanto, para anclar el hetrotrímero a la membrana (Yamane
y Fung, 1993). Las subunidades a también pueden incorporar post-
translacionalmente un residuo de ácido palmítico mediante enlaces muy lábfles
de naturaleza tioéster que se establecen con los residuos de cisteina del
extremo amino terminal. La palmitoilación contribuye a la interacción de la
subur¡idad a con su efector (Casey, 1994).
El extremo amino terminal de la subunidad a participa en la unión con
el complejo (3r. Dado que la ADP-ribasilación de las subunidades a bloques
la interacción de la proteína O con el receptor y que la presencia de
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antisueros específicos contra el extremo carboxilo terminal previene la
activación de las proteínas O mediada por el receptor, se piensa que el
extremo carboxilo terminal es el implicado en la relación con el receptor. Con
respecto a la zona implicada en la interacción con los efectores se especula
que la secuencia de la región carboxilo terminal determina la especificidad del
efector (Simon y col., 1991). En base al análisis cristalográfico del factor de
elongación TU y a las secuencias aminoacidicas de las subunidades a donadas
se ha propuesto un modelo tridimensional para las subunidades a <Figura 4).
Hasta el momento se han donado y secuenciado 21 subunidades a en
vertebrados. Todos los subtipos de subunidades a están altamente
conservados con variaciones entre especies menores a un 3%. Esta
conservación podría significar que cada subtipo tiene un papel especifico en
la transducción de señales. Las diferencias aminoacidicas entre un subtipo
y otro no están distribuidas al azar en la secuencia sino que están agrupadas
en regiones bien definidas. Una zona en la que se observa gran variabilidad
es la comprendida entre los residuos 85 y 125. Aunque esta zona es muy
diferente de una subunidad a a otra, está muy conservada en el mismo
subtipo de a en diferentes especies.
Figura 4. Modelo tridimensional propuesto para las subunidades a. Se sefialan las regiones implicadas
en unión de nucleátidos de guanina, así como las regiones implicadas en la interacción con los
receptores <extremo carboxilo terminal) y con el complejo ~t (extremo amino terminal).
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Comolelo Br
En mamíferos se han encontrado cuatro isotipos distintos de
subunidades (3: 13,, (32, (33 y (34, cada una de ellas formada por 340
aminoácidos. Presentan un 80% de identidad en su secuencia, sin embargo,
los tipos [3,y (32 tienen la misma secuencia aminoacidica en todas las especies
en las que se han donado (Fong y col., 1987; Levine y col., 1990; Von
Weizsaclcer y col., 1992). Las subtipos (3k, (3~ y (33 se encuentran ampliamente
distribuidas, mientras que el (3~. es únicamente abundante en tejido nervioso
y pulmón (Tabla 2).
En la secuencia aminoacídica de todas las subunidades 13 donadas
aparece un patrón repetitivo de secuencia. Se observan ocho segmentos,
cada uno de los cuales presenta una secuencia de 40 aminoácidos en la que
destacan determinados pares especialmente el formado por triptóf ano y ácido
aspártico. La única excepción a esta topología repetitiva es el extremo amino
terminal, que adopta una estructura de a hélice y que parece estar
directamente implicado en la interacción entre las subur>idades %3 y r.
Por técnicas electroforéticas, inmunológicas, de clonaje y
secuenciación de proteínas se han identificado 7 subunidades u distintas,
cada una de elias con una cadena de 75 aminoácidos de longitud y poca
homologia de secuencia (Robishaw y col., 1989; Tamir y col., 1991). El tipo
u, se expresa prácticamente en todos los tejidos estudiados, el r3 es
especialmente abundante en cerebro y testículos, mientras que el tipo t, se
expresa únicamente en los fotorreceptores (Tabla 2).
Las subunidades t de todas las proteínas O pueden encontrarse
modificadas post-translacionalmente. La modificación consiste en la
eliminación de los tres aminoácidos del extremo carboxilo terminal adyacentes
a un residuo de cisteina, y su carboximetilación e isoprenilación posterior
(Mumby y col., 1990). El tipo r, en la cisteina carboxilo terminal incorpora
un grupo farnesil. Las subunidades u de cerebro se encuentran
pollisopreniladas y además incorporan en el extremo carboxilo terminal una
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unidad de trans-geranilgeranil (Yamane y col., 1990). Estas modificaciones
podrían participar en el anclaje de la subunidad t a la membrana y son
esenciales para que los complejos (3r sean activos. A pesar de que las
subunidades a de las proteínas 01, 0., y G~, presentan un residuo de cisteina
en esa posición no sufren esta modificación (Casey, 1994; Yamame y cok,
1993).
Las subunidades [3y r aparecen en estructuras nativas formando parte
de la proteína O heterotrimérica, en asociación con una subunidad a, o como
una mezcla de dímeros [3c no disociables (Neer y Clapham, 1988).
Recientemente se han descrito efectos directos de los complejos (3r sobre
efectores celulares purificados. Los complejos [3t estimulan la ItA2 en la
retina, activan los canales de l< regulados por acetilcolina del corazón,
activan determinadas isoformas de la PLC ((32 y (33) y tienen un efecto dual
sobre la AC estimulando las isoformas AC-fl y AC-IV e inhibiendo la AC-I
(Campsycol., 1992; JelsemayAxeirod, 1987; Katzycol., 1992; Logothetis
y col., 1987; Tang y Gilman, 1991). Todavía no se ha podido determinar si
la disociación de la proteína O heterotrimérica es esencial para la activación
del complejo (3-c (Clapham y Neer, 1993).
Se podría concluir que los complejos 13r tienen diversas funciones en
la transducción de señales a través de la membrana: i) estabilizar la
interacción de las subunidades a con los receptores, II) modular los efectos
de las subunidades a activadas, y iii) regular la actividad de los efectores
celulares.
1.3.1. ClasIficación de las vroteínas G
La secuencia de aminoácidos de las diferentes subunidades a ha puesto
de manifiesto que el 20% de los aminoácidos están conservados. Sin embargo,
las diferencias en la secuencia son suficientes como para permitir la
clasificación de los diferentes subtipos (Tabla 1). Se han clasificado en
cuatro familias o clases. La clase O., que incluye los dos tipos de G.a y la
G.,1~a; la clase G~, de la que forman parte los tres tipos de G1a, los dos de la
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G.,a, las dos transducinas, la O, y la G,,.a; la clase G~, formada por la Oqa,
la G,,a, la G,.a, la G,5ay la G,6a; y la clase G,2 integrada por las G,2a y G13a.
Clase G
.
En esta familia se incluyen tanto las G.a como la G.,,,a. Activan la AC
y estimulan los canales de Ca’ dependientes de voltaje (Dolphin, 1991;
Yatani y., 1988a). Los receptores implicadosen estos efectos incluyen los
(3k-, 13r- y (33-adrenérgicos, D,-dopaminérgicos, lA-serotoninérgicos y
receptores para glicoproteinas <Strosberg, 1991).
Las técnicas de clonaje molecular han revelado laexistencia de primero
dos y luego cuatro formas de DNAc para la G.a, que difieren en la presencia
o ausencia de un fragmento de 42 o 45 nucleótidos en la posición 242. Estos
DNAc proceden de un mismo gen que por procesamiento alternativo origina
los distintos RNAm (Bray y col., 1986). Las dos formas cortas tienen 380 y
381 aminoácidos y las dos largas 394 y 395, con un fragmento de 15
aminoácidos insertado en el residuo Arg”. Los pesos moleculares esperados
para los cuatro polipéptidos estarian en el rango 44.2-45.7 kDa, sin
embargo, en electroforesis de SDS migran en dos bandas con pesos
moleculares aparentes de 45 y 52 RDa. La Arg
202 es el sitio de la ADP-
ribosilación por la CTX.
La subunidad a,, se expresa únicamente en las células neuroepiteliales
del epitelio olfatorio donde estimula la AC. Tiene 381 aminoácidos y
estructuralmente se parece mucho a las subunidades a. con las que comparte
un 90% de identidad de secuencia. Al igual que las subunidades a., es
susceptible de ser ribosilada por la CTX (Jones y Reed, 1989).
Clase G~
Es la familia más amplia e incluye las proteínas G~a, G.,a, G,a y G,,,a,
que conservan su estructura génica aunque provienen de genes distintos.
Al compararlos genes que codifican para G
1a, G.,a y G~a se observa que todos
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ellos conservan las posiciones de sus intrones y exones.
Proteina G.
En un principio se asoció exclusivamente a los miembros de esta clase
con la inhibición de la AC (Bokoch y col., 1984; ¡Catada y col., 1984) en
contraposición con la familia de las O. (Hildebrandt y col., 1983), sin
embargo, en la actualidad también se las relaciona con otros efectores como
son los canales de K y de Ca2 (Yatani y col., 1988b) a través de los
receptores a
2—adrenérgicos, D2—dopaminérgicos, m2, m3 y m4—muscarinicos,
A2-purinérgicos, de somatostatina, opioides (Freissmuth y col., 1991;
Kurose y col., 1986; Mifligan y col., 1985; Murray-Whelan y Schlegel, 1992;
Strosberg, 1991; Uedaycol., 1988).
Se han clonado tres DNAc para tres subtipos diferentes de a1, a partir
de diferentes tejidos, presentan alta homología de secuencia y cada uno de
ellos procede de un gen independiente. Codifican para subunidades a de 40-
41 RDa de peso molecular, presentan distintas cinéticas de unión y liberación
de nucleótidos de guanina (Carty y col., 1990) y son sustratos de la PTX.
Estas suburiidades se han denominado a11, a12 y a13 en función del orden en
que han sido donadas (SuRi y col., 1987). Tienen 354, 355 y 354
aminoácidos, respectivamente y presentan entre un 88 y un 94% de identidad
de secuencia. Los tres subtipos están ampliamente distribuidos en todos los
tejidos, incluido SNC y fibras nerviosas periféricas, además de en lineas
celulares (Berti-Mattera y col., 1992; Orford y col., 1991; Young y col.,
1993). Está establecido que las tres G1a inhiben la AC y promueven la
apertura de los canales de ¡C, aunque la inhibición de la AC sólo ha podido
ser demostrada “in vivo” para la G12a (Moxham y col., 1993). El subtipo G~~a
parece ser el más directamente implicado en la regulación de los canales de
K (Codina y col., 1988) y en ciertos tipos de células se le ha relacionado con
procesos de transporte vesicular y exocitosis (Aridor y col., 1993).
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Proteína G.,
Esta proteína fue purificada por primera vez a partir de cerebro
bovino por Sternweiss y Robishaw en 1984. En el cerebro de rnandferos se
han descrito tres variantes del subtipo G,a: G.,,a, G.,2a y, el recientemente
observado, G.,3a. Los subtipos G.,,a y G.,2a se generan por procesamiento
diferencial del mismo gen y tienen un comportamiento electroforético
semejante. De hecho, la mayoría de los tejidos contienen los dos polipéptidos
(Strathmann y col., 1990). Las dos variedades únicamente difieren en el
extremo carboxilo terminal de su secuencia aminoacidica y presentan el
residuo Cys susceptible de ser ADP-ribosilado por la PTX.
Regula canales de Ca
2, de K y la activación de la EtC, a través de
receptores de GABA~, 2-serotoninérgicos. a,-adrenérgicos, ni,, m
3 y m5—
muscarinicos y opioldes (Hescheler y col., 1987; Moriarty y col., 1990;
Sweeney y Dolphin, 1992; Ueda y col., 1988; VanDongeny col., 1988; Yatani
y col., 1988b). El subtipo G.,3a tiene un peso molecular aparente mayor,
inmunológicamente se parece más al subtipo G.,2a y, podría controlar
electores distintos a los manejados por G.,,a y G.,2a (Ntirnberg y col., 1994).
Se localiza fundamentalmente en el tejido nervioso, tanto a nivel central como
periférico, y en lineas celulares (Asano y col., 1990; Canlon y col., 1991;
Carter y Medzihradsky, 1993).
Proteína G~
Es la implicada en el mecanismo de la fotorrecepción en la retina y
media entre la rodopsina y la fosfodiesterasa (PDE) dependiente de cOMP.
Se han donado dos tipos de a1~ Uno se expresa en los conos (a.2 o a~—c, de
“cnne~) y otro en los bastones (a,, o at-r, de “rod”) y parecen estimular
diferentes PDE dependientes de c-GMP. Tienen 350 y 354 aminoácidos y
comparten un 80% de identidad aminoacídica (Birmbauer y col., 1990).
Aunque las dos formas presentan en su secuencia los residuos Arg y Cys
susceptibles de ser modificados por CTX y PTX, respectivamente,
unicamente la G,,a es ribosilada por ambas toxinas.
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Proteína G..
La secuencia aminoacidica de la G,,,a es muy parecida a la de las 01a
y G.,a, pudiendo sufrir las mismas modificaciones lipídicas. En concreto, tiene
355 aminoácidos y presenta entre un 41 y un 67% de identidad de secuencia
conlasotrassubunidadesa (Fongycol., 1988; Matsuokaycol., 1988). Sin
embargo, carece del residuo Cys del extremo carboxio terminal susceptible
de ser ribosilado por la PTX (Casey y col., 1990). También difiere del resto
de subunidades a en que tiene sustituciones en la secuencia en las regiones
especialmente conservadas en el resto de las proteínas O (Matsuoka y col.,
1988). Tiene una expresión más limitada, siendo especialmente abundante en
el SNC, plaquetas, bazo y espermatozoides (Casey y col., 1990; Hinton y
col., 1990). Esta distribución tan restringida podría sugerir una función
muy especializada de este tipo de proteínas.
Estudios realizados con subunidades a.,. purificadas han puesto de
manifiesto su baja velocidad de intercambio de nucleótidos de guanina y su
extremada dependencia de iones de Mg’ en comparación con otras
sunbunidades a. Estas propiedades cinéticas podrían ser resultado de la
secuencia aminoacídica diferencial que esta proteína presenta en el sitio de
unión para los nucleótidos de guanina (Casey y col., 1990). En experimentos
de reconstitución la activación de los receptores a2-adrenérgico, D2-
dopaminérgico y A,-purinérgico en la línea celular de riñón 293 promueve la
inhibición de la AC, lo que indicarla de nuevo una estrecha relación entre las
proteínas O~ y la O.,. (Wong y col., 1992).
Clase Gq
Todas las proteínas que se agrupan en esta clase carecen del lugar de
modificación para la PTX y activan a diferentes miembros de la PLC, al menos
a las isoformas 13 (SmrcRa y col., 1991; Sternweiss y Smrcka, 1992; Taylor
y col., 1991).
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Gq y G1, están ampliamente distribuidas en los tejidos, incluido el SNC,
además de en múltiples lineas celulares (Milligan. 1993a; Miteheil y col.,
1991) y difieren únicamente en un 12% de su secuencia localizándose la
mayoría de las diferencias en el extremo amino terminal. Esta zona parece ser
importante en determinar la especificidad de la interacción con el complejo
13r. 0,4 se encuentra fundamentalmente en células epiteliales y estomáticas
mientras que 015 y 0,~ se localizan en células heinatopoyéticas. Además O,,a
y G,6a presentan sólo un 57% y un 58% de identidad con la Oqd. Esta
especificidad en su distribución podría significar un función muy
especializada de estas proteínas (Hepler y Gilxnan, 1992).
Clase G,2
Incluye las proteínas ~ y 013, que se expresan en la mayoría de los
tejidos y son resistentes a la modificación por PTX.
1.3.2. Ciclo de activación de las oroteinas <3
Un receptor de la superficie celular reconoce y une un ligando
específico, que puede ser un neurotransmisor endógeno o una sustancia
exógena. Una vez unido, este ligando induce un cambio conformacional en el
receptor que le lleva a activar una proteína O. Por tanto, el ligando unido al
receptor inicia dos procesos; uno que conduce a la pérdida de afinidad por
el propio ligando y, otro que comienza con la activación de la proteína G
heterotriniérica y que supone la generación de una señal intracelUlar.
La interacción de la proteína O con el receptor activado promueve la
liberación del 01W unido a la subunidad a. La posterior unión del GTP
provoca la disociación del complejo a-GTP del dímero 13v. Es entonces cuando
la subunidad a—GTP y/o los dímeros pi interaccionan con las efectores
(actividades enzimáticas o canales iónicos). El ciclo de activación finaliza
cuando la actividad OTPásica intrínseca de la subunidad a hidroliza OTP a
GDP. Se produce la liberación de fosfato inorgánico (Pi) y a~-ODP, que se
vuelve a asociar con el complejo 13r (Oilman, 1987).
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Las propiedades de este ciclo se pueden resumir en i) amplificación de
la señal: la activación de un único receptor puede activar muchas proteínas
O, del mismo modo que la activación de un efector puede generar muchos
segundos mensajeros (Oiiman, 1987; Taylor, 1992); II) duración sostenida de
la acción: la tasa de hidrólisis de GTP es muy lenta, mucho más que la unión
de una hormona a su receptor (Oraziano y Ofiman, 1989; Landis y col.~
1989); y iii) autorregulación: una vez activada la proteína O es capaz de
inactivarse mediante la hidrólisis de OTP. Los análogos no hidrolizables del
OTP (como el Opp(NH)p oel OTPrS) al provocar una persistente disociación
del trímero producen una persistente activación de las subunidades a.
III
1
aop
Mg~
arr
e
Figura 5. Esquela de la trausducción mediada por proteínas 6. Un receptor une un aqonista lo que provoca
un cambio en la interacción entre el receptor y la proteína 6. Esto permite qúe el CTP en presencia de
Mg2 sustituya al CD? de la subunidad a. El complejo CTF-subunidad a se disocia del complejo ~zy uno
u otro interaccionan con los efectores. La actividad Gipásica intrínseca de la subunidad a hidroliza
el CTP a CD? liberando Pi. La subunidad a unida al CD? se vuelve a combinar con el complejo ~rlo que
da por concluido el ciclo de activación.
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1.3.3. Modulación de la actividad GTPásica
Mediada var rnntoree
La activación de las proteínas O se produce tras su interacción con un
receptor lo que conlieva la sustitución de ODP por GTP en la subunidad a y
la posterior disociación del trimero. Es la actividad enzimática OTPasa,
intrínseca de la subunidad a, la que devuelve a las proteínas O a su estado
inactivo. Cuando los receptores son activados por agonistas se produce un
incremento en la actividad OTPásica como consecuencia del aumento del
metabolismo del GTP en GDP y Pi en la subunidad a. Por tanto, la
determinación de la actividad GTPásica de una proteína O acoplada a un
receptor estimulado por un agonista es reflejo tanto de la inactivación como
de la activación de la proteína O promovida por un receptor. Fueron Cassel
y Selinger en 1976 estudiando el sistema 13-adrenérgico en eritrocitos de pavo
los que describieron por primera vez la existencia de una actividad OTPásica
de alta afinidad estimulable por agonistas, en su caso por catecolammas.
Desde entonces, la hidrólisis de GTP estimulada por agonistas (ligandos
exógenos y endógenos), seha descrito para múltiples sistemas receptoriales,
incluido el opioide, el adrenérgico y el colinérgico, en una gran variedad de
membranas (AIctories y Jakobs, 1981; Barchfeld y Medzihradsky, 1984; ClarR
y col., 1986; Fedynyshyn y Lee, 1989; Franklin y Hoss, 1984; Oarzón y
col., 1994c; Hil±yJakobs, 1989; Koskiy Klee, 1981; Uedaycol., 1987).
La actividad de las proteínas O y el control de su actividad por
nucleótidos de guanina y por receptores activados por agonistas está
controlada por el Mg2 mediante un proceso todavía no del todo conocido
(Ofiman, 1987). Tanto en sistemas reconstituidos con receptores y proteínas
O purificados como en preparaciones de membrana, se requieren
concentraciones del orden micromolar de este ión para que los receptores
controlen la unión e hidrólisis del GTP (Asano y col., 1984; Hilf y Jakobs,
1989). Además de estar controlada por el Mg2, la hidrólisis de OTP
dependiente de receptores activados por agonista está controlada por el ión
sodio. Para los primeros receptores en los que se puso de manifiesto este
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requerimiento fueron los receptores opiodes de las células hibridas de
neuroblastoma glioma NO 108-15 (Koski y col., 1982). El incremento en la
hidrólisis de OTP dependiente de la ocupación de receptores por agonistas
en presencia del sodio es el resultado de la inhibición de la actividad
enzimática basal por el ión, puesto que la estimulación sólo es observable
cuando la actividad basal está disminuida. Dos posibilidades pueden
considerarse: i) que el sodio disminuya la capacidad de intercambio de
nucleótidos de guanina o la actividad hidrolitica de la proteína O, o Ii) que
el sodio actúe a nivel de los receptores disminuyendo la eficacia del
acoplamiento receptor-proteína O. Costa y col. en 1990 en base a que el sodio
no altera la proporción de proteínas O que pueden ser activadas por
receptores ocupados y, sin embargo regula la interacción entre los
receptores y las proteínas O en ausencia de ligando, propusieron que este
ión juega un papel muy importante en los mecanismos subyacentes a la
interacción entre los receptores desocupados y las proteínas O. Al menos en
membranas intactas, puesto que los mismosautores demostraron que los iones
sodio no ejercían ningún efecto directo sobre proteínas O purificadas. De
estos resultados se concluye que el lugar de actuación del catión no se
encuentra en ninguna de las subunidades a, 13 o r de las proteínas O. Si, al
menos, parte de la actividad OTPásica basal es el resultado de la interacción
espontánea entre los receptores desocupados y las proteínas O, el sitio de
actuación del sodio es el propio receptor.
No mediada var receotores
El mastoparán, péptido de 14 aminoácidos (Ile-Asn-Leu-Lys-Ala-Leu-
Ala-Ala—Leu-Ala-Lys-Lys-fle—Leu—NH2) que se encuentra en el veneno de la
avispa, es un secreta gogo no especifico en diversas células de mamíferos.
Provoca la secreción de histamina en mastocitos, de serotonina en plaquetas,
de catecolaminas en las células cromafines y de prolactina en los lactotropos
adenohipofisarios. Esta estimulación de la secreción está mediada por
proteínas O puesto que se bloques por tratamiento con PTX (Higashijima y
ccl., 1988; 1990; Mousliycol., 199%).
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El mastoparán incrementa la actividad GTPásica y la tasa de unión de
nucleátidos de guanina en proteínas O purificadas, de un modo similar a como
lo hacen los receptores activados por agonista (Higashijima y col., 1988;
1990). El efecto es selectivo puesto que es más eficaz en estimular la
proteínas O~ y G~ que las O. y O,, (Higashijima y col.. 1988).
A nivel celuiar, el mastoparán comparte propiedades secretoras con
una poliamina, el compuesto 48/80, y con una neuroquinina, la sustancia P,
que también promueven la liberación de histamina en los mastocitos. El
compuesto 48/80 y la sustancia E> activan proteínas G1 y O~, purificadas
(Mousli y col., 19901,) en un proceso que se evita con el pretratamiento de
las proteínas con PTX o con anticuerpos generados contra el extremo
carboxilo terminal de las subunidades a (Weingarten y col., 1990). Se trata
de péptidos anfifílicos cuyas secuencias presentan una cadena hidrofóbica
larga y una zona rica en residuos positivos, que en respuesta a cambios en
el potencial de membrana, podrían interaccionar primero con los residuos
negativos de la membrana y luego directamente con el extremo carboxilo
terminal de la subunidad a de la proteína O en la cara citoplasmática de la
membrana (Higashijima y col., 1988; Mousli y col., 1990a). La carga aniónica
de la membrana podría facilitar este proceso puesto que tratamientos con
neuraminidasa desensibilizan la respuesta de los mastocitos a estos
secretagogos (Mousll y col., 199Gb). Otro tipo de compuestos como son los
antidepresivos tricidlicos también activan de modo directo proteínas 00
purificadas (Yamainoto y col., 1992). Todas estas sustancias podrían
compartir con el mastoparán el mismo mecanismo de acción.
Cuando el ruastoparán se une a membranas fosfolipídicas forma una a
hélice altamente estructurada que expone al medio acuoso los residuos
positivos (las tres Lys y el grupo amino terminal). Este motivo estructural
también aparece en los bucles intracelulares (i2 e i3) de los receptores
acoplados a proteínas G, y que parece que son los directamente implicados
en la interacción con las proteínas O (Dixon y col., 1987). El mastoparán, la
sustancia P y otros péptidos podrían mimetizar la zona del receptor con
acumulación de cargas positivas (Higashijima y col., 1988; 1990; Mousli y
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col., 1990a). Al estudiar el efecto de análogos del mastoparán sobre la
estimulación de la actividad guanilato ciclasa y del sistema de transducción
en membranas de pulmón y en cultivos celulares se ha observado que tanto
los residuos positivos como la estructura de a hélice son esenciales para
desencadenarla (Song y col., 1993; Danilenico y col., 1993).
1.4. Sistemas efectores
A diferencia de lo que se ha descrito para los receptores, los sistemas
efectores forman parte de una familia más restringida cuyos miembros
presentan grandes diferencias entre ellos. Incluyen enzimas como la AC
(Bokoch y col., 1984; ¡Catada y col., 1984; Sternweiss y col., 1981), la PDE
específica de cOMP de las células fotorreceptoras (Birnbaumer y col., 1990),
la PLC específica de los fosfatidil-inositoles (Sternweiss y Smrcka, 1992;
Smrcka y col., 1991; Taylor y col., 1991), la PLA2 que libera ácido
araquidónico; transportadores de Mg
2 y posiblemente también de glucosa;
y distintas clases de canales jónicos, incluyendo canales de K, de Ca2, y de
N& (Dolphin, 1991; Hescheler y col., 1987; VanDongen y col., 1988; Yatani
y col., 1988b). En base a esto, las respuestas provocadas por los mensajeros
extracelulares al ocupar receptores acoplados a proteínas O incluyen no sólo
cambios en los niveles intracelulares de segundos mensajeros (nucleótidos
cidlicos, fosfatidil-inositoles, diacilglicerol, ácido araquidónico o Ca2) sino
también cambios en el potencial de membrana. De los tres elementos que
constituyen el sistema de transducción, receptores, proteínas G y efectores,
los efectores son los menos conocidos en términos moleculares. Estudios de
clonaje han identificado ocho isoformas de la AC (Tang y col., 1991),
dieciseis isotipos de distintos de la PLC y múltiples tipos de la PLA
2
(Sternweiss y Smrcka, 1992). También hay evidencias de la multiplicidad de
canales de Ca
2, K y Na, modulables por proteinas O (Clapham, 1994;
Dolphin, 1991).
El sistema efector más estudiado es la AC, que cataliza la conversión
de ATP, generalmente asociado al lón Mg2t en el segundo mensajero
intracelular AMPc, que amplifica la señal generada por la sustancia
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extracelular. De este modo, los niveles de AMPc, controlados por un
receptor, regulan la actividad de la proteína quinasa A. Esta proteína
quinasa fosforila determinadas proteínas plasmáticas cuya activación
promoverá la respuesta celular. Al estudiar la secuencia de la AC se ha
observado que es una glicoproteina que presenta dos porciones hidrofóbicas
fuertemente ancladas a la membrana plasmática y dos dominios hidrofilicos en
los que se encuentran los centros cataliticos, responsables de la unión de
nucleótidos (Tang y col., 1992).
Muchos sistemas hormonales (como el muscarinico y el a-adrenérgico)
estimulan la actividad de las fosfolipasas asociadas a la membrana. La PLC
cataliza la hidrólisis del fosfatidil-inositol difosfato (PIE>2) a inositol 1,4,5-
trifosfato (1P3) y a diacilglicerol (DAG), que actúan como segundos
mensajeros. El IP3 regula la liberación de Ca2 de los depósitos intracelularesy el DAG estimula la proteína quinasa C, dependiente de Ca2 y fosfolipidos.
Además el Ca2 generado puede regular, directamente los canales de W
dependientes de 0a2 o, indirectamente mediante la calmodulina, la proteína
quinasa dependiente de Ca2 y calmodulina: la fosforilasa E (Eirnbaumer y
col., 1990). Las secuencias aminoacídicas de las PLC descritas presentan
gran similitud en dos regiones, de entre 170 y 260 aminoácidos, que parecen
ser esenciales para la actividad catalitica de la enzima. Las homologías que
aparecen en el resto de la secuencia se han utilizado para definir a las
sublamilias de PLC como 13, u y 6 (Sternweiss y Smarcka, 1992). La ¡‘LA
2
cataliza la liberación de ácido araquidónico de la membrana celular. Se inicia
entonces la cascada del ácido araquidónico que conduce a la producción de
los metabolitos prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos, que más que
actuar como mensajeros intracelulares se consideran mensajeros
intercelulares.
Los efectos celulares de los segundos mensajeros están mediados par
proteínas quinasas que actúan sobre proteínas diana intracelulares, tales
como, canales iónicos, transportadores, enzimas glicoliticas, y factores de
transcripción, y que generan cambios intracelulares que afectan la
transcripción génica, la reorganización del citoesqueleto, los mecanismos de
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secreción y la despolarización de la membrana.
En células nativas, distintos receptores responden a la misma hormona
o neurotransmisor, sin embargo estos receptores pueden ser de distintos
subtipos. Es decir, es imposible determinar si la activación que produce la
unión de distintos agonistas sobre distintos sistemas de transducción de
señales es consecuencia de su unión a un mismo subtipo de receptor
multifuncional o si, porel contrario, es consecuencia de su unión a distintos
subtipos de receptores, cada uno de los cuales es específico para las
diferentes rutas de transmisión de señales. Para intentar esclarecer en qué
punto se produce la bifurcación dentro del sistema de transducción de
señales, se expresa un determinado receptor en una célula que normalmente
no lo presenta. Estos estudios se complican más si tiene en cuenta que no sólo
las subunidades a de las proteínas O tienen efecto sobre los distintos
efectores sino que también los dimeros 13r lo tienen (Sternweiss, 1994), de
hecho, se ha descrito que estos complejos modulan efectores distintos a los
modulados por las subunidades a e incluso ejercen efectos de signo contrario
sobre ellos (Birnbaumer, 1992). En la actualidad se consideran tres posibles
mecanismos de bifurcación de las señales generadas por los receptores
acoplados a proteínas O (Milligan, 1993c):
Modelo 1. En las células se expresan distintos subtipos de un mismo
receptor cada uno de los cuales es capaz de interaccionar con distintas
proteínas O, que a su vez interaccionan con distintos efectores.
Modelo 2. Un único receptor es capaz de activar múltiples proteínas O,
cada una de las cuales regula un efector distinto.
Modelo 3. Un único receptor interacciona con una única proteína O. La
bifurcación de la señal se produce tras la disociación de]. heterotrimero. La
subunidad a y el dímero 13r regulan diferentes efectores.
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Figura 6. Posibles ¡ecanístos de bifurcación de señales para las receptores tediados por proteínas G.
2. SIstema av4alde
2.1. Pécttdos aploMes endócenos
En un principio se aplicaba el término “opiáceo” para desigar a aquellas
sustancias derivadas del opio (morfina, codeina y los derivados
semisintéticos de la morfina), sin embargo en la actualidad este término se
encuentra en desuso y se ha sustituido por el término “opioide” que se
emplea para designar a las sustancias, tanto naturales como sintéticas, con
actividad morfínica.
La estimulación eléctrica de ciertas regiones del tronco cerebral
produce analgesia en distintas especies animales y en el hombre. La primera
zona del SNC donde se describió la existencia de analgesia producida por
estimulación eléctrica fue la sustancia gris periacueductal (PAO) (Eeynolds,
1969). El mismo efecto se observó cuando se estimulaba la sustancia gris
periventricular (Rhodes y Liebeskind 1979> y el núcleo magno del rafe en el
bulbo (Fields y Basbaum, 1978). La capacidad de inducir analgesia por la
estimulación eléctrica de determinados núcleos del SNC, analgesia que es
antagonizada por antagonistas opioides especificos, estimuló la búsqueda de
ligandos endógenos que utilizaran fisiológicamente esos receptores. Así se
descubrieron dos pentapéptidos, denominados metionina-encefalina (Met-
encefalina) y leucina-encefalina (Leu.-encefalina>, y un péptido de 31
aminoácidos denominado 13-endorfina (13-end), que contiene la secuencia de
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Met-encefalina en el extremo amino terminal. Los tres péptidos son capaces
de ocupar selectivamente los receptores opioides, de inducir las acciones
farmacológicas propias de la morfina y de ser antagonizados por el
antagonista opioide naloxona. Posteriormente se han descubierto otros
péptidos de diversa longitud, que se caracterizan por contener siempre en
el extremo amino terminal una secuencia de Met- o de Leu-encefalina. Se
encuentran ampliamente distribuidos en el 51W, SN periférico, tejido
cromafin y glándulas endocrinas, en especial en la hipófisis.
Todos los péptidos opioides aislados hasta el momento derivan del
procesamiento post-translacional de tres precursores polipeptidicos (Hbllt,
1983): la pro-.opiomelanocortina (POMC), denominada así porque de ella
derivan, entre otros péptidos, la ~-end, la ACTH (hormona
adrenocorticotropa) y la a-MSH (hormona estimulante de melanocitos); la
proencefalina A y; la proencefalina B o prodinorfina. Estos tres polipéptidos
son de parecida longitud y se caracterizan por poseer de manera repetida
ciertas secuencias de aminoácidos a lo largo de su estructura. La
proencefalina A contiene seis copias de Met-encefalina y una de tau-
encefalina; la proencefalina E tiene seis copias de Leu-encefalina; y la POMC
presenta tres secuencias de a-MSH (Figura 7).
La POMC es sintetizada tanto en los lóbulos anterior y neurointermedio
de la hipófisis como en el cerebro aunque es mucho más abundante en la
hipófisis. En el cerebro hay dos grupos distintos de células que contienen
péptidos derivados de la POMC. Un grupo celular se localiza en el núcleo
arcuado bipotalámico desde donde proyecta sus axones hacia estructuras
telencef álicas, diencefálicas, mesencefálicas y del tronco cerebral. En
especial estos axones inervan áreas implicadas en la integración nociceptiva
y sensorial. Las aferencias llegan, por tanto, hasta estructuras limbicas,
talámicas, hipotalámicas y periventriculares (como el PAG) (Bloom y col.,
1978; Watson y col., 1977). El segundo grupo de células se encuentra en el
núcleo del tracto solitario y parece proyectar hacia áreas implicadas en la
regulación de estructuras respiratorias y cardiovasculares (Khachaturian y
col., 1985). El procesamiento de la POMC depende de la naturaleza y
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localización de las células, por lo que la distribución de los péptidos
derivados de la POMC (13-end, ACTH y a-MSH,) no es homogénea en el SNC
(Rossier y Eloom, 1979).
Los péptidos derivados de la POMC pueden sufrir posteriormente
distintas modificaciones enzimáticas para originar otras formas moleculares,
que en el caso de la 13-end reducen o abolen completamente su actividad
opioide e, incluso provocan la aparición de otras respuestas farmacológicas.
Los fraccionamientos proteoliticos en el extremo carboxilo terminal de la 13-
end originan 13—end (1-27), 13—end (1—26), r—end (3—end (1-17)) ya—end (13—
end (1-16)) (Smyth y Zakarian, 1980; Zakarian y Smyth, 1982), que junto
con la 13—end pueden sufrir acetilaciones en el extremo amino terminal. Tanto
los fraccionamientos proteoliticos como las acetilaciones eliminan la actividad
antinociceptiva de la 13-end y reducen su afinidad por los receptores opioides
(Deakin y col., 1980; Smyth y col., 1979). Además la generación de las
formas t—end y a—end se ve acompañada de la aparición de actividades
neurolépticas y psicóticas (De Wied y col., 1978). Se ha propuesto que laN-
acetilación podría ser un proceso metabólico importante para mantener el
nivel fisiológico adecuado de actividad opioide tanto en el encéfalo como en
la hipófisis (Smyth y col., 1979; Zakarian y Smyth, 1979). Por ello, la
actividad de la acetíltransterasa es de gran importancia en el control de la
actividad biológica de los productos de secreción. Se ha descrito incluso que
la biosíntesis de la POMC y la actividad acetiltransferasa se encuentran
correguladas (Millington y col., 1986). La capacidad de las células POMC
para secretar péptidos con distinta actividad biológica podria ser importante
para los organismos para adaptarse a cambios en el medio ambiente.
A diferencia de la POMC, de la que únicamente deriva un péptido con
actividad opioide (13-end), de la proencefalina A derivan varios péptidos con
esta actividad: Leu-Encefalina, Met-Encefalina, Met-Encefalina-Arg-Phe,
Met-Encefalina-Arg-Gly-Leu o los péptidos BAM, E y F (Figura 7). Las
neuronas que contienen proencefalina A se encuentran ampliamente
distribuidas en el SNC, desde la corteza cerebral hasta la médula (Tempel y
Zukin, 1987), y son distintas a las células que contienen POMC (Rossier y
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col., 1977). Las mayores concentraciones de encefalinas aparecen en el
estriado y en el diencéfalo, especialmente en el hipotálamo y en el área
preóptica, lo que sugiere la participación de estos péptidos en funciones
neuroendocrinas. En el mesencéfalo, las células encefalinérgicas se localizan
fundamentalmente en el FAO y en el núcleo magno del rafe, es decir en zonas
directamente relacionadas con los mecanismos de control del dolor.
La proencefalina B o prodinorfina contiene distintos péptidos con
actividad opioide, incluyendo dinorfina A, dinorfina B y a— y 13-neoendorfina
(Figura 7). Los péptidos derivados de la proencefalina B tienen también una
distribución muy amplia en el SNC aunque menos que los derivados de la
proencefajina A. Destaca la localización de un grupo de células
prodinorfinérgicas, distintas a los corticotropas que sintetizan POMC, en el
lóbulo anterior de la hipófisis (Khachaturian y col., 1985).
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Figura 7. Diagralas de las estructuras de las proteínas y genes de las tres faillias de péptidos
oploides. En la parte inferior se detallan las secuencias de la Met—encefalina y la Len—encefalina.
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Los péptidos opioides endógenos pertenecientes a las tres familias
anteriormente descritas presentan afinidades diferenciales por los distintos
receptores opioides. La 13-end muestra afinidad por los receptores p, 8 y E,
pero no por el K. Los péptidos derivados de la prodinorfina presentan
selectividad por los receptores 1< y <5 (aunque preferencial por los IC). Los
péptidos derivados de la proencefalina A muestran afinidad por los cuatro
tipos de receptores, pero la afinidad varía en función de la longitud de la
cadena (Oarzón y col., 1983).
2.2. Recer>tares onSoide8
La existencia de receptores opioides quedó demostrada en la década de
los 70 por distintos laboratorios (Pert y Snyder, 1973; Simon y col., 1973;
Terenius, 1973). En estudios de fijación realizados en homogeneizados de
cerebro se observó que estos receptores se localizaban preferentemente en
membranas sinápticas (fracciones E>2 y 1%). Dado que ciertas enzimas
proteoliticas y diversos agentes modificadores de proteínas reducían la unión
específica de radioligandos opioides a esos receptores se concluyó que eran
de naturaleza proteica (Pasternak y Snyder, 1974; Simon y col., 1973). Con
el descubrimiento de los péptidos opioides endógenos se aceleró el estudio de
los receptores opioides. Al estudiar la unión de ligandos a este receptor se
observó que la unión era estereospecifica y sensible a iones y a nucleótidos
de guanina (Goldstein y col., 1971; Simantov y col., 1976). Un aspecto
particular de este receptor es que la unión de agonistas y antagonistas se
altera de forma diferencial por cationes y GTP (Childers y Snyder, 1980).
En base a estudios farmacológicos se han descrito al menos tres tipos
distintos de receptores opioides, que se han denominado p (mu), 8 (delta)
y XC (kappa) (Lord y col., 1977). Estos receptores presentan diferente
afinidad por los distintos ligandos opioides y también diferente distribución
autorradiográfica (Mansour y col., 1988). En el vaso deferente de la rata se
ha identificado un cuarto tipo de receptor oploide especíaimente sensible a
1a13-end: elreceptorE (epsilon) (Oarzóny col., 1985). Con elclonajedelos
receptores opioides los estudios de distribución de los receptores opiodes en
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el SNC combinan técnicas autorradiográficas (en los que se observa la
fijación específica de ligandos) con la determinación de la expresión de RNAm
específicos para cada uno de ellos. En general, existe una buena correlación
entre la expresión de los RNAm para los receptores opioides y los sitios de
fijación correspondientes, lo que sugiere una síntesis receptortal local
(Mansour y col., 1995). Sin embargo, los mismos autores justifican la
existencia de áreas en las que la expresión de RNAm no se corresponde con
los niveles de fijación en base a i) la alta sensibilidad de las técnicas de
hibridación “in situ” en comparación con las técnicas de fijación clásicas en
las que se emplean ligandos de baja selectividad y, u) la existencia de un
mecanismo de transporte de receptores, que permitiría su desplazamiento
tanto desde los somas hasta los terminales en una misma neurona como su
transporte desde un área nerviosa hasta otra. Esta última hipótesis
justificaría que en la sustancia nigra se detecte fijación p y no expresión de
RNAm para el receptor p. Mansour y col. (1995) sugieren que los receptores
p se sintetizan en el estriado y son transportados al mesencéfalo medianteel
sistema nigroestriatal.
Los receptores p, preferentes para compuestos como la morfina, se
encuentran ampliamente distribuidos en el SNC siendo especialmente
abundantes en neocorteza, caudado—putamen, septum, tálamo, hipocampo,
sustancia nigra, coliculos superior e inferior, locus coeruleus, y núcleo del
tacto solitario. Las encefalinas son especialmente potentes sobre los
receptores 8, que presentan una distribución más restringida que los p.
Destacan por su abundancia en estructuras encefálicas rostrales tales como
neocorteza, caudado-putamen y amígdala. Los receptores K, denominados así
por constituir los sitios de fijación de los compuestos semejantes a la
ketociclazocina, son los receptores preferentes de los péptidos derivados de
la prodinorfina y presentan un tercer patrón de distribución en el SNC con
sitios localizados en el área preóptica, hipotálamo, eminencia media, caudado-
putamen, amígdala y núcleo del tracto solitario. Aunque se detecta un cierto
grado de solapamiento en la localización de cada uno de los receptores, su
distribución anatómica concreta varia. A la vista de esta distribución se
puede asumir que el receptor ji se encuentra en áreas relacionadas con el
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control de la sensación nociceptiva e integración sensorial y motora; el
receptor 8, que también participa en el control nociceptivo y en la modulación
de sistemas endocrinos, presenta una localización más restringida siendo
especialmente abundante en las áreas más rostrales del encéfálo. Y, por
último, la distribución del tipo K es consistente con su participación en la
regulación de la ingesta, equilibrio hidrico, control de la temperatura
corporal, motilidad gastrointestinal, percepción de la sensación dolorosa y
función neuroendocrina.
Se ha propuesto la existencia de dos subtipos distintos de receptor ji.
El ji’ une opíaides y encefalinas con alta afinidad mientras que el ji2 lo hace
de modo preferencial a la morfina (Goodman y Pasternak, 1985; Pasternak y
Wood, 1986). El primero de ellos se ha postulado que media la analgesia
opioide supraespinal, mientras que el ji2 es el responsable de los efectos
secundarios que acompañan a la administración de opioides, tales como
depresión respiratoria, inhibición del tránsito intestinal y dependencia física
(Bocinar y col., 1988; Connelly y col., 1994; Rafia y Chupsky, 1993). 13-
funaltrexamina (Ward y col., 1982) y naloxonacina (Wolozin y Pasternak,
1981) son antagonistas irreversibles para los receptores ji y ji,,
respectivamente. Otros antagonistas de los receptores ji son, el análogo de
la somatostatina: CTOP (Cys’,Tyx9,Orn%Pen7 Amida), y la naloxazona,
antagonista selectivo para el subtipo ji, (Oulya y col., 1986).
Recientemente se ha descrito la participación de distintos subtipos del
receptor 8 (8, y 82) en la regulación de la antinocicepción en el ratón. El
antagonista selectivo de los receptores 8, el Id 174864 (Cotton y col., 1984),
no es capaz de discriminar ambos subtipos. El subtipo 8, se localizaria
fundamentalmente en el cerebro y tendria como agonista específico al péptido
DPDPE mientras que el subtipo 82 seria de localización espinal y la [D-Ala2]-
Deltorfina II seria su agonísta preferencial (Mattia y col., 1992; Takemorí y
Portoghese, 1993). Con eldesarrollo de antagonistas selectivos no peptidicos
para los subtipos 8, y 82 (tales como el hidrocloruro de benzilidene-
naltrexona o BNTX y el naltribén o NTB, respectivamente) se está avanzando
en la caracterización farmacológica de los receptores 8 (Sofuoglu y col.,
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1991).
Con anterioridad y dada la capacidad de los agonistas 8 para modular
la antinocicepción ji (Porreca y col., 1992; Sánchez-Blázquez y Garzón,
1989) se habla considerado la hipótesis de la existencia de complejos
receptoriales formados fundamentalmente por receptores ji y 8 entre los se
podrían establecer interacciones (Rothman y col., 1988). El modelo propuesto
define la existencia de receptores 6 como tales (6=, no asociados al complejo)
y de receptores 6 asociados al complejo (8~,) (Xu y col., 1993).
En base a estudios de fijación los receptores opioides XC se han
clasificado en tres subtipos: XC,, 1(2 y 14. Los XC, fijan preferentemente
ketociclazocinas, los 1(2 que presentan baSa afinidad por estas sustancias, y
los sitios K3, que en condiciones muy restrictivas para la fijación tipo XC, son
marcados selectivamente por la naloxona benzofihidrazona (Yasuda y col.,
1994). La nor-binaltorfimina es un antagonista altamente selectivo de los
receptores opioides XC (Portoghese y col., 1987).
Los receptores opioides se encuentran acoplados negativamente al
sistema enzimático de la AC, inhibiendo la formación intracelular de AMPc,
y también controlan la apertura de canales de calcio y potasio (Di Chiara y
North, 1992; Heschelerycol., 1987; Northycol., 1987). En este proceso
participan las proteínas transductoras G sensibles a la toxina pertúsica G5
y G0. Estudios recientes han puesto de manifiesto, que al menos en las
células hibridas NG 108-15, la activación de los receptores oploides conduce
a la estimulación de la PLC (Jin y col., 1994). Con el descubrimiento de
subtipos de receptores opioides se ha planteado lacuestión de si los distintos
subtipos de un mismo receptor utilizan el mismo sistema de transducción.
El reciente clonaje de los receptores ji (Chen y col., 1993; Mm y col.,
1994; Thompson y col., 1993; Wang y col., 1993), 8 (Abeod y col., 1994;
Evans y col., 1992; Fukuda y col., 1993; Kieffer y col., 1992) y K (Li y
col., 1993; Yasuda y col., 1993) facilitará los estudios moleculares dirigidos
a profundizar en el conocimiento de sus distintas propiedades funcionales,
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del sistema de transducción que emplean y en el desarrollo de ligandos
específicos para cada uno de ellos. Existen evidencias farmacológicas que
sugieren que los receptores opioides ji, 6 y XC donados tienen perfiles
farmacológicos similares a los subtipos ji,, 82 y XC, (L.ai y col., 1994; Raynor
y col., 1994; Uhl y col., 1994; Yasuda y col., 1994). Los estudios
farmacológicos realizados con los receptores donados han revelado que los
compuestos con capacidad altamente adictiva tales como morfina, fentanil y
metadona, presentan una alta afinidad por el receptor ji donado pero muy
poca por los receptores óo XC (Raynor y col., 1994).
Los receptores opioides, que son miembros de la superfamnia de
receptores acoplados a proteínas G, presentan siete dominios
transmembranares y comparten un alto grado de semejanza en su secuencia
aminoacidica con aproximadamente el 50% de sus residuos idénticos (Figura
8). 1~ 8
Fiqua 8. Diagrama de la estructura proteica de los receptores opioides. El extremo amino terminal es
extracelular mientras que el carboxilo terminal es intracelular. Estos extremos para cada uno de los
tres receptores se señalan con flechas que también indican el nombre del receptor. La membrana lipidica
se representa como un rectángulo vacio. También se señalan un posible sitio de palmitoilacián y un
puente disulfuro. 6, residuos idénticos entre los tres receptores; 9, residuos idénticos en dos de ellos
y; O, residuos únicos para cada receptor.
8
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El receptor 6 se ha donado en la rata y en el ratón. Su cDNA codiuica
para una proteína de 372 aminoácidos, que presenta un 97% de identidad de
secuencia entre los receptores 6 de las dos especies. Conserva también un
alto grado de homología con los receptores de somatostatina. El receptor XC
se trata de una proteína de 380 aminoácidos que comparte un 61% de identidad
aminoacidica con el receptor 6 de la rata y un 70% con el del ratón. Se le
relaciona con el ciclo de los fosfatidflinositoles y con la inhibición de la
actividad de los canales de Ca2. La secuencia del receptor ji de la rata tiene
398 aminoácidos y presenta entre un 57-68% de homología de secuencia con los
receptores 6 y XC del ratón, respectivamente.
Las regiones más conservadas entre los tres receptores son los
dominios transmembranares U, III y VII, el primer bucle extracelular e, y los
bucles intracelulares i
2, i3 e t. La gran similitud de secuencias en estas áreas
sugiere que podrían estar implicadas en la unión del ligando (II, III, VII y
e,), acoplamiento a las proteínas G (i2 e i3) y regulación del receptor, es
decir, a aquellas propiedades comunes a los tres tipos de receptores
opioides. Estas similitudes justificarían el solapamiento en la unión de
ligandos entre los tres receptores y la interacción con las mismas proteínas
G.
Los dominios transmembranares 1, 1V-VI, los bucles extracelulares e2
y e3, así como los extremos amino y carbosilo terminal son los que presentan
más divergencias entre los tres receptores. En los extremos amino y
carboxilo terminal las diferencias se dan tanto en la secuencia aminoacídica
como en longitud de la misma. Esto significaria que tanto los extremos amino
terminal como las regiones extracelulares participan en la discriminación de
los ligandos. Una caracteristica de los receptores opioides es la existencia de
sitios potenciales de glicosilación en los extremos amino terminales. En los
receptores 6 y 1< aparecen dos sitios de glicosilación mientras que en el
receptor ji se dan cinco. Por tanto, dependiendo del grado de glicosilación
los receptores opioides pueden presentar diferentes pesos moleculares.
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2.3. A~ones fisiológicas de los ovialdes. Partiduadón en los mecanismos
adautativos cae conducen a la toleranda-decendenda
En general la respuesta de una neurona a la acción de un opioide se
caracteriza por i) inhibición de la actividad bioeléctrica, y II) inhibición de
la liberación del neurotransmisor en el que esa neurona se ha especiajizado.
Estudios electrofisiológicos han demostrado que los opioides al reducir el
ritmo de descarga de las neuronas reducen la cantidad de neurotransmisor
liberado. Los opioides, al actuar sobre los receptores ji y 8, aumentan la
conductancia de potasio, por consiguiente la membrana se hiperpolariza
dificultándose la producción y/o propagación del potencial de acción, que es
el responsable de la liberación del neurotransmisor presináptico (North,
1986). El receptor XC al activarse reduce la entrada de cabo al interior
celular dificultando la liberación del neurotransmisor (Werz y McDonald,
1985).
Uno de los efectos más relevantes de los opioides es la analgesia. Su
elevada potencia y selectividad para reducir la sensibilidad nociceptiva sin
alterar otras sensaciones los hacen extremadamente útiles en el tratamiento
del dolor de alta intensidad. En la transmisión de la sensación dolorosa
participan vías aferentes que conducen los estímulos sensitivos periféricos
hasta la médula y/o centros supenores supraespinales del SNC, donde la
sensación nociceptiva se íntegra, y desde donde parten vías descendentes
de respuesta que modulan a su vez la información nociceptiva (la estimulación
eléctrica de ciertas regiones produce analgesia). Actualmente se acepta que
los tres tipos de receptores opioides están implicados en el control de la
sensación dolorosa. Sin embargo, aún no está bien definida la importancia
relativa de cada tipo de receptor en la respuesta frente a diferentes estímulos
(térmicos, dep~ó....). A nivel supraespinal el receptor ji es el principal
responsable de la analgesia opioide, si bien el receptor 8 puede mediar un
grado moderado de antinocicepción (Porreca y col., 1992; Sánchez-Blázquez
y Garzón, 1989). Los opioldes, además de participar en los mecanismos de
transmisión y control de la sensación nociceptiva, se encuentran implicados
en otras acciones relacionadas con la regulación de la actividad motora, con
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la termorregulación, con procesos emocionales, con la regulación de la
ingesta, de la presión arterial, de la respiración, etc (Olson y col., 1991;
1992; 1993).
La administración continuada de sustancias opioides en los mamíferos
conduce a la aparición de tolerancia a estas sustancias que se manifiesta por
una disminución en la respuesta a dicha sustancia (por lo que hay que
aumentar la dosis para conseguir el mismo efecto) y se acompaña de
dependencia física caracterizada por una acusada respuesta a los
antagonistas y por la aparición de alteraciones comportamentales (síndrome
de abstinencia) tras la retirada de la sustancia. Los estudios realizados en
órganos periféricos, en especial en el plexo mientérico de cobaya, y en
células de origen neuronal en cultivo <Collier, 1980; Sharma y col., 1975)
han hecho posible establecer el mecanismo por el cual se desarrolla la
tolerancia-dependencia a los optoides.
Existen evidencias que sugieren que las alteraciones en los receptores
opioides o en la liberación de neurotransmisores (Bhargava y Gulati, 1990;
Werflng y col., 1989) podrían ser las responsables de la aparición de estos
fenómenos. En este sentido, desde el descubrimiento de los péplidos opioides
endógenos se les ha intentado asignar un papel en los procesos de tolerancia-
dependencia y de abstinencia dado que la administración crónica de morfina
se asocia con cambios en la síntesis y/o secreción y el procesamiento de las
prohormonas proopíomelanocorljna, proencefalina A y prodinorfina
(Bronstein y col., 1990; García de Yébenes y Pelletier, 1993; Gudehithlu y
col., 1991; Rattanycol., 1992; Romualdiycol., 1993).
Sin embargo los cambios que se producen más allá del receptor, es
decir, en el sistema de transducción y en los segundos mensajeros podrían
también justificar la aparición de estos cambios adaptativos.. La
administración crónica de opioides de células hibridas NG 108-15 y en el locus
coeruleus conduce a una hipertrofia del sistema productor de AMFc (Nestler,
1992; Sharma y col., 1975). Esta hipertrofia del sistema productor de AMPc
se considera responsable de la dependencia opioide y podría ser la respuesta
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adaptativa de las células a las señales inhibitorias que los receptores opioides
activados envían a la AC. Apoyando esta hipótesis se encuentran las trabajos
realizados con inhibidores de la PDE (teofílina, cafeína o IBMX), que
producen acumulación de AMPc al inhibir su metabolismo. Estos compuestos
al ser administrados antes que el antagonista naloxona son capaces de
producir un cuadro de retirada-síndrome de cuasi-abstinencia semejante al
que se observa en la dependencia morfinica (Francis y col., 1986; Lérida y
col., 1989).
Es así mismo posible que la hipertrofia del sistema productor de AMPc
podría induzca cambios en la expresión génica, que se encuentra en gran
medida modulada por proteínas quinasas dependientes de AMPc (Nestler,
1992) - Esta hipótesis justificarla las modificaciones observadas en los niveles
de RNAm de las distintas prohorinonas opioides tras la administración crónica
de morfina (Bronstein y col., 1990; García de Yébenes y Pelletier, 1993;
Romualdí y col., 1993).
3. Antecedentes y objetivas del trabajo
Las proteínas transductoras o proteínas G desempeñan un papel
esencial en la mediación de los efectos fisiológicos y farmacológicos de la
mayoría de los receptores para hormonas y neurotransmisores. Transmiten
la información desde los receptores, situados en el exterior de la membrana
celular, hasta los efectores intracelulares ya sean éstos enzimas o canales
iónicos. Los receptores opioides ji y 8 se encuentran acoplados negativamente
al sistema enzimnático de la adenflato ciclasa por lo que inhiben la formación
intracelular de AMPc. Los receptores opíoides también controlan la apertura
de canales de calcio y potasio (Di Chiara y North, 1992; Hescheler y col.,
1987). En este proceso median las proteínas transductoras G sensibles a la
toxina pertúsica G1 y G0 (Laugwitz y col., 1993; Ueda y col., 1988).
En el laboratorio de Neurofarmacología del Instituto Cajal el estudio del
sistema opioide es un objetivo prioritario, por ello el presente trabajo se
diseñó con el objeto de profundizar en el conocimiento, i) de la adaptación del
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sistema opioide endógeno frente a los tratamientos crónicos con opioides y;
II) del sistema de transducción asociado a los receptores oploides p y 8. En
la realización del trabajo se han empleado dos técnicas experimentales, el
radioinmunoensayo para determinar niveles de péptidos opioídes endógenos,
y la cuantificación de la actividad GTPásica de alta afinidad asociada a las
subunidades a de las proteínas G, técnica que permite estudiar la
comunicación entre los receptores opíoides y el sistema de transducción.
La exposición continuada de un sistema celular a un agonista provoca
fenómenos adaptativos en las células que afectan tanto a los receptores
implicados (Law y col., 1g82; Vachon y col., 1987), como al sistema de
transducción que éstos emplean (Ammer y Schuiz, 1993; Milligan, 1993;
Mílligan y Green, 1991). Estos fenómenos forman parte de los procesos que
conducen a la aparición de tolerancia y dependencia. En este trabajo se ha
abordado el estudio del fenómeno de la tolerancia-dependencia a opioides
desde dos aproximaciones experimentales. Por una parte, se han estudiado
los cambios que la presencia crónica de morfina y la posterior retirada del
opioide provocan en los niveles de los dos péptidos opioldes endógenos [3-
endorfina (1-31) y su derivado N-acetilado en el SNC de la rata y el ratón.
Y por otra, de qué modo el tratamiento crónico con la morfina afecta a las
relaciones entre los receptores opioldes y las proteínas transductoras G en
el SNC del ratón. En la bibliografía se encuentran ampliamente documentados
los cambios que se producen en los niveles de [3-endorfina (1-31) y en la
expresión de los sistemas opíoides derivados de la pro-opiomelanocortina en
animales tolerante-dependientes a opioides y con síndrome de abstinencia
(Bronstein y col., 1990; García de Yébenes y Pelletier, 1993; Gudehithlu y
col., 1991), sin embargo, los efectos que estas situaciones experimentales
provocan sobre su derivado N-acetilado no habían sido estudiados en
profundidad.
El establecimiento de un perfil de distribución para la 13-endorfina (1-
31) y para la N-acetil-¡3-endorfina (1-31) en el SNC de la rata y del ratón,
las dos especies que más se utilizan en la investigación de opioides, y los
cambios que se producen en dicho perfil en situaciones de tolerancia-
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dependencia y de abstinencia a opioides es de gran importancia ya que se ha
propuesto a la N-acetil-[3-endorfina (1-31) como un regulador de carácter no
competitivo sobre el receptor opioide ji. Este neuropéptido que presenta baja
afinidad por los receptores opioides <Deakin y col., 1980) y carece de
actividad analgésica cuando se inyecta i.c.v. en roedores (Smyth y col.,
1979) atenúa la severidad del síndrome de abstinencia en el ratón <Garzón y
Sánchez-Blázquez, 1992) y regula los efectos antinociceptivos de diferentes
opioides, entre ellos la [3-endorfina (1-31), DAGO y morfina (Garzón y
Sánchez-Blázquez, 1991; Sánchez-Blázquez y Garzón, 1992a; 1993a).
Las subunidades G. son enzimas que unen e hidrolizan GTP. Aunque
la tasa de hidrólisis de GTP es lenta (Gilman, 1987), es posible determinar
la actividad GTPásica de membranas plasmáticas debido a la alta
concentración de proteínas G existente en elias. También es posible medir la
estimulación de la hidrólisis de GTP mediada por el receptor, ya que cuando
un agonista se une a un receptor se estimula el intercambio de GDP por GTP.
La técnica de determinación de la actividad GTPásica fue descrita por primera
vez en eritrocitos de pavo por Cassel y Selinger en 1976, en la actualidad el
método sigue siendo válido aunque se han realizado algunas modificaciones
para mejorar el rendimiento. La medida de la actividad GTPásica mediada por
proteínas G se lleva a cabo introduciendo en el ensayo el trazador radiactivo
c[32P]GTP que compite con el GTP sin marcar y que constituye el sustrato de
la reacción. En el medio de incubación, además de las membranas a estudiar,
se encuentran presentes un inhibidor de las nucleósido trifosfatasas no
especificas, un sistema regenerador de ATP (para disminuir la transferencia
del 32Pi liberado al ADP), un inhibidor de la ATEasa de Na/K, MgCl
2
(necesano para la actividad catalitica de las proteínas G) y NaCí
(imprescindible para atenuar las interacciones que se producen entre los
receptores desocupados y las proteínas G). Al producirse la hidrólisis, se
libera
32Pi que puede medirse por contaje radiométrico tras su separación del
r[32P]GTP no hidrolizado.
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Koski y Klee (1981) demostraron que los opioides, en un proceso
mediado por receptor, estimulan la actividad GTPásica de baja Km en la linea
celular de neuroblastoma x glioma NG 108-15 y que dicha activación se
correlaciona con la inhibición de la enzima adenilato ciclasa. Por tanto, la
estimulación de la GTPasa de baja Km provocada por agonistas en membranas
refleja los acontecimientos que se producen inmediatamente a continuación de
la activación del receptor por la unión de un agonista. Trabajos posteriores
demostraron que los opioides también estimulan laactividad GTPásica de baja
Km (o de alta afinidad) en el SNC de la rata (Franklin y Hoss, 1984;
Fedynyshyn y Lee, 1989). Franklin y Hoss (1984) pusieron de manifiesto que
la GTPasa de baja Km en el SNC de rata presenta una distribución
diferencial, posiblemente atribuible a, i) la distribución no homogénea de los
distintos tipos/subtipos de G. en el cerebro de la rata (Orford y col., 1991)
y, II) la diferente tasa de unión y liberación de nucleótidos de guanina por
las distintas subunidades G. (Carty y col., 1990; Linder y col., 1990).
En este estudio se eligió el SNC de ratón para llevar a cabo el análisis
del sistema de transducción ya que es la especie más frecuentemente utilizada
en la investigación de los efectos centrales de los opioides. Se trata de un
trabajo pionero en elque secaracteriza laactividad GTPásica de alta afinidad
en el SNC de ratón. En la mayoría de los experimentos se ha utilizado la
sustancia gris periacueductal <PAG) dada su estrecha relación con los
centros que median la analgesia opioíde supraespinal (Herz y col., 1970), sin
embargo, como en el efecto antinociceptivo de los opioides parecen estar
implicadas tanto estructuras supraespinales como espinales (Takemori y
Porthoghese, 1993) en algunos casos también sehan empleado preparaciones
de médula espinal. Se ha realizado un estudio en paralelo en cultivos de
células hibridas de neuroblastoma x glioma NG 108-15, en las que la mayoría
de los autores describen un único tipo de receptores opioides, el 8. En una
primera etapa se procedió a caracterizar la actividad GTPásica de baja Km en
diferentes áreas del SNC del ratón, posteriormente se pudo establecer el
patrón de activación de diferentes agonistas opicides sobre la GTPasa en esas
estructuras.
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Con el desarrollo de las técnicas de clonaje molecular se han
identificado múltiples familias de receptores, de proteinas G y de efectores -
La generación de antisueros selectivos frente a las distintas subunidades a
de las proteínas G o frente a los distintos receptores opioides es una de las
aproximaciones experimentales más comúnmente utilizadas en el estudio de los
subtipos de proteínas G o de los receptores que se encuentran en una
determinada preparación (Berti-Mattera y col., 1992; Canlon y col., 1991;
Garzón y col., 1994c; Young y col., 1993). La administración “in vivo” de
antisueros se ha revelado como un método eficaz de estudio de la
antinocicepción opioide y de las relaciones que se dan entre el sistema de
transducción y los receptores (Garzón y Sánchez-Blázquez, 1994c; Sánchez-
Blázquez y Garzón 1993b; Garzón y col., 1994a; 1994d; Sánchez-Blázquez
y col. ,1993). Esta técnica se enfrenta, sin embargo, a la dificultad de
generar antisueros específicos dada la alta conservación de las secuencias
que codifican para cada una de las subunidades G. (Jones y Reed, 1987). La
administración de oligodesoxinucleótidos antisentido que bloquean la síntesis
de las subunidades a de las proteínas G o de los receptores opioides seutiliza
para estudiar, i) la funcionalidad de un receptor en ausencia de un subtipo
de proteína transductora o, II) la antinocicepción que permanece en ausencia
de un determinado receptor, respectivamente. Los oligodesoxinucleótidos
han demostrado ser eficaces tanto si se administran “in vivo” (Raffa y col.,
1994; Tseng y col., 1994) como si se incorporan por microinyección nuclear
a células en cultivos (Kleuss y col., 1993).
Para establecer qué tipo de proteínas G, qué receptores opioides
participan en la activación de la actividad GTPásica por distintos agonistas
opioides o, qué cambios se producen en la relación agoruista-receptor cuando
un determinado subtipo de proteína G se encuentra ausente, se procedió a
estudiar la modificación de la actividad GTPásíca de alta afinidad sensible a
opioides en el SNC de ratón producida por i) antisueros específicos
generados frente a las subunidades O. o, por II) antisueros generados frente
a los receptores opioldes p y 8. Para ello, antes de proceder a la
determinación de la actividad GTPásica según el método descrito
anteriormente, se preincubaron los antisueros selectivos purificados por
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afinidad con los tejidos siguiendo los protocolos descritos en la bibliografía
(McClueycol., 1992; McKenzieyMilhigan, 1990; McKenzieycol., 1988). Con
respecto a las subunidades O.,, analizamosla participación de las subunidades
G12a y G,,,.a, que parecen ser las más implicadas en la antinocicepción
supraespinal a través del receptor p, del que la morfina es preferencial
(Raffa y col., 1994; Sánchez-Blázquez y col., 1993). Fi estudio de la eficacia
de los distintos agonistas sobre los receptores opioides se realizó en los tipos
p y 8.
Atendiendo a estas consideraciones sefijaron los siguientes objetivos:
1.- Determinar el perfil de distribución de los péptidos endógenos 13-
endorfina (1-31) y su derivado «N-aceljjado en el SNC de la rata y el ratón
y, estudiar la modificación de este patrón de distribución en situaciones de
tolerancia y dependencia a opioides y de síndrome de abstinencia. Se utilizó
la técnica del radioinmunoensayo en el cual se empleó un antisuero generado
frente a la secuencia completa de la j3-endorfina humana (1-31).
2.- Establecer la distribución de la actividad GTPásica de alta afinidad en
distintas estructuras del SNC de ratón, para a continuación evaluar el efecto
de la administración crónica de morfina sobre dicha actividad enzimática.
3.- Estudiar la sensibilidad a los opioides de la actividad GTPásica de alta
afinidad mediada por los receptores opioides p y 8 en distintas áreas del SNC
de ratón y en la línea celular híbrida neuroblastoma x glioma NG 108-15,
portadora únicamente del tipo 8. En una primera etapa se estableció la
respuesta producida por los agonistas opioides: morfina (preferente del
receptor ji), DAGO (selectivo del receptor ji), DPDPE (selectivo del receptor
8), [D-Ala2]-Deltorfina II (selectivo del receptor 8), DADLE (agonista 8/ii)y [3-endorfina (1-31) (agonista ji/8). Posteriormente se procedió a analizar
la modificación de la actividad enzimática GTPasa sensible a esos opioides por
antisueros generados frente a los receptores opioides ji y 8.
52
4.- Determinar la participación de las subunidades G~2a y G211a en la
estimulación por agonistas opioides de la actividad GTPásica de baja Km en
el SNC de ratón. Para ello, una vez establecido el patrón de estimulación de
la actividad GTPásica por los distintos agonistas se estudió la modificación
de este patrón por la presencia de antisueros generados frente a las
subunidades G~2a y G.,,a.
5.- Evaluar la capacidad de estimulación sobre la actividad GTPásica de baja
Km del SNC de ratón de ciertos agentes reguladores de la función opioide
como son el veneno peptidico mastoparán y el neuropéptido N-acetil--[3--
endorfina (1-31).
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1. Materiales
1.1. Animales
Se utilizaron ratones macho, variedad albina, de la cepa Swiss CD-l
(22-27g) (Charles River, Barcelona) asi como ratas macho, variedad albina,
raza Wistar (250-300g) procedentes del animalario del instituto. Los animales
procedentes del exterior permanecieron en nuestro estabulario durante un
periodo de al menos 4 dias antes de su utilización. Los animales no habían
sido sometidos previamente a ningún ensayo y se mantuvieron a una
temperatura ambiente de 20±30C.Dispusieron de agua y comida “ad libitum”
(dieta estandar, Interfauna C . R . M.) y los ciclos de luz/oscuridad se
sucedieron regularmente cada 12h (siendo el periodo de luz de 7:00 a.m. a
7:00 p . m.). También se utilizaron conejos, variedad albina, raza New
Zealand (Biocentre, Barcelona), para generar los antisueros necesarios.
Estos animales se mantuvieron en las mismas condiciones de estabulación a las
descritas para los ratones y las ratas.
Tanto la estabulación como la utilización de los animales se realizó
siguiendo la normativa vigente en la Comunidad Europea sobre el uso y
experimentación con animales de laboratorio.
1.2. Cultivos celulares
Las células hibridas de la línea celular neuroblastoma-glioma NG 108-15
provenian del laboratorio del prof. It Schulz (Instituto de Farmacología,
Toxicología y Farmacia, Universidad de Munich, Alemania). Se crecieron a
370 C en atmósfera humidificada al 5% CO
2 en frascos (Nunc) de 75cm2 con 25
ml de medio de cultivo que se renovaba cada 2/3 días. El medio empleado fue
“Dulbecco’s modified Eagle’smedium” (DMEM) conteniendo suero fetal bovino
5%, HAT 2% (hipoxantina 100pM, aminopterina 1pM y tiniidina l6pM) y
suplementado con penicilina 100 unidades/mi, estreptomicina 100 pg/ml, y L-
glutamina 1%.
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1.3. Reactivos
Los fármacos y productos químicos utilizados así como la procedencia
de éstos se detalla a continuación. Los péptidos sintéticos 13—endorfina
humana <1-31) (13-end), N-Acetil-13-endorfina humana (1-31) (NAC), 13-
endorfina humana (1-27), 13-endorfina humana (6-31), r—endorfina (13-
endorfina 1-17), metionina-encefalina, mastoparán, Cys2, Tyr’,Orn5, Pen7
amida (CTOP), [D-Ala2,N-MePhe4,Gly-o15]-encefalina (DAGO), (D-A]a2,D-
Leu5J-encefalina (DADLE), [D-Pen2~5)-encefalina (DPDPE), [D-Ala2J-
Deltorfina II y la secuencia peptidica EEQGMLPEDLS (residuos 115-125 de la
subunidad a
12) se adquirieron a Peninsula Laboratories (San Carlos, CA,
USA). Las secuencias peptídicas C-TGPAESKGEITPELL (residuos 111-125
de la subunidad a.,..), C-MELVPSARAELQSSPL. (residuos 1-16 del receptor
opioide 8), MDSSTGPGNTSDCSDP (residuos 1-16 del receptor opioide p) y
CTKYRQGSID (residuos 208-216 del receptor opiolde ji) fueron sintetizados
por BíoSynthesis (Madrid). [‘251J-Tyr2’ 13-endorfina humana (I.M.162, 2000Ci/mmol) procediódeAmersham (Buckingshamshire, UK). [t-32PJGTP (NEG-
004Z, 6000 Ci/mmol) se obtuvo de Du Pont de Nemours (Dreiech, Alemania).
La morfina base se obtuvo del Ministerio de Sanidad y Consumo. La morfina-
HCl se adquirió a Merck (Darmstadt, Alemania). Naloxona, arlacel A, marcol
52, aceite mineral, albúmina de suero bovina (BEA), tiroglobulina bovina,
hidrocloruro de 1-etil-3-(3-dimetilamino-propil) carbodiimida, éster de m-
maleimidobenzofl—N-hidroxisuccinimida (MBS), tween 20, tlmerosal,
ditiotreitol, 5’-trifosfato de adenosina (ATP), fosfato de creatina, creatina
fosfoquinasa, ouabaina, 5’-trifosfato de guanosina (GTE), 5’(0,r,imino)
trifosfato de adenosína (App(NH)p], idazoxán, (-)-bicuculina se
adquirieron a Sigma (San Louis, MO, USA). [N,N-dialil-Tyr-(ácido a-
aniinoisobutirico)
2-Phe-Leu-OH] (ICI 174864) seobtuvode CRB (Cambridge,
UK). Nor-binaltorfimina (Nor-BNI), S(-)-sulpiride, hidrocloruro de
benzilideno-naltrexona (BNTX) y naltribén metanosulfonato (NTB) se
adquirieron a RBI (Natick, MA, USA). Glicerol, dodecilsulfatosódico (SDS),
2’-mercaptoetanol, glicina, ácido clorhidriico, ácido acético, trietanolamina,
acetonitrilo y demás productos químicos, se adquirieron a Merck (Darmstadt,
Alemania) -
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2. Métodos
2.1. Tolerancia y denendencia a la morfina
La implantación subcutánea de morfina se utiliza como procedimiento
habitual para inducir tolerancia y dependencia a la administración crónica de
este alcaloide en diferentes especies animales (Maggiolo y Huidobro, 1961).
2.1.1. Admlrilstradán crónica de morfina
En el caso del ratón, la tolerancia se indujo por la administración
subcutánea (s.c.) de una preparación de cesión lenta de morfina (Christie
y col., 1984), que en este trabajo la hemos denominado suspensión de
morfina. Ofrece a priori varias ventajas sobre la implantación de los
comprimidos tradicionales. En primer lugar, su administración no requiere
anestesia ni trauma quirúrgico. Por otra parte, la individualización de la
dosis con respecto al peso del animal resulta más sencilla, y por último, tanto
la manufactura como la administración del preparado resultan más fáciles.
Este método además proporciona unos niveles muy constantes del opiáceo en
plasma durante al menos 3 días (Blasig y col., 1973). La suspensión de
morfina se administró en un volumen de 10 ml/Kg de peso, lo que representa
una dosis de morfina de 1 g/Kg, idéntica a la empleada por Christie y col.
(1984) para el estudio de la tolerancia a la morfina en el ratón. La
composición de dicha suspensión de morfina es de lg/10 ml de morfina base,
42.5% aceite mineral, 7.5% arlacel A en solución salina al 0.9%. La mortalidad
inducida en el ratón por el tratamiento con la suspensión de morfina es muy
baja en comparación con la que provoca la implantación de los comprimidos.
Para inducir tolerancia en la rata, se implantaron s.c. minibombas
osmóticas ALZET (modelo 2001, ALZA Corporation), que contenian una
solución de 10 pg/pl de morfina-HCI. La implantación de estas minibombas ha
demostrado ser un método eficaz en la inducción de tolerancia (Adams y
Holtzman, 1990). Estas minibombas tienen una capacidad de aproximadamente
200 g (235±17pl) y mantienen un flujo constante de liberación de 1 pl/h,
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durante 7 días. De este modo no se producen oscilaciones en los niveles de
morfina en plasma y tejidos y se evitan las altas concentraciones de morfina
que se detectan entre las 4 y 6h en el plasma de animales implantados con el
comprimido tradicional, y que son las responsables de la mortalidad (Yoburn
y col., 1985). Las ventajas que presenta la implantación de niinibombas
frente a la administración de la suspensión de morfina es que no hay tener
ninguna precaución especial con los animales tras la administracion del
opioide puesto que al ser éste liberado a flujo constante, el riesgo de
depresión respiratoria (que la morfina provoca si se administra en grandes
cantidades) prácticamente no existe.
La minibomba consta de un depósito de llenado revestido de material
flexible e impermeable que se encuentra rodeado por una capa de gel
osmótico. Todo ello está incluido en una membrana semipermeable de éster de
celulosa. Cuando la rriinibomba llena se coloca en un medio húmedo, el agente
osmótico embebe agua a un ritmo controlado por la membrana semipermeable.
El agua genera una presión hidrostática sobre el revestimiento
comprimiéndolo y produciendo, por tanto, la salida de su contenido a un flujo
constante. La minibomba osmótica tiene un regulador de flujo que consta de
un capuchón desmontable, una pestaita de cierre y un conducto de acero
inoxidable - Para utilizarla correctamente hay que manipularla con ciudado
para no obturar los poros de su superficie, así como asegurarse de que la
sustancia a liberar sea estable y soluble a 370C en el vehiculo de la
disolución, El llenado de la minibomba se realiza con una jeringa y aguja
adecuadas, que penetran en el depósito, encajando perfectamente en el
orificio en el que se encuentra situado un regulador de flujo, que hay que
retirar previamente. Es necesario asegurarse de que las minibombas están
completamente llenas de la solución deseada y de que no hay burbujas de aire
en su interior. Se requiere un periodo de 4-6h para que la minibomba alcance
un flujo de liberación constante.
Para implantar 5. c. las minibombas, los animales fueron ligeramente
anestesiados con éter. A continuación, se les hizo una pequeña incisión en
lapiel de la zona escapular, apartando el tejido conectivo subcutáneo, se hizo
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un pequeño bolsillo donde se insertó la minibamba con el regulador de flujo
al extremo opuesto de la incisión. Por último se cerró la incisión.
2.1.2. Deturminaclén del arado de tolerancia y devendenda
Como indice de la tolerancia a la morfina, se evaluó el efecto analgésico
producido por el opioide, a distintos tiempos tras la implantación de la
suspensión oleosa o las minibombas en un grupo de animales paralelo a los
grupos experimentales. Se utilizó el test del “tail-flick”, tanto en el caso del
ratón como en el de la rata, en el que se determina el tiempo que tarda cada
animal en reaccionar al estímulo térmico. Se llevó siempre en paralelo un
grupo de animales control a los que se les implantó Únicamente placebo
(suspensiones oleosas o miniibombas sin morfina) y que sirvieron para
determinar la latencia basal.
El test del “tail-flick” se realizó según la técnica descrita por Nott
(1968). Consiste en la aplicación de un estimulo de tipo térmico en lacola del
animal, para lo cual se introducen más de das tercios de su cola en una
cubeta con agua termostatizada a 5200. La evaluación de la respuesta al dolor
se realiza midiendo el tiempo (en segundos) que tarda el animalen reaccionar
al estimulo doloroso con un enérgico coletazo o sacudida corporal. El tiempo
de corte establecido fue de 10 segundos con el fin de no producir daño tisular
al animal. L.os resultados se expresan como la mediatE. 8. M- del porcentaje
del máximo efecto posible (%MEP).
% MEP= 100 * (latencia del test - latencia basal)/(10-latencia basal)
El grado de dependencia fisica a la morfina de los animales, se
determinó valorando la aparición e intensidad del síndrome de abstinencia.
La interrupción de la administración de un opiolde en animales tolerantes da
lugar a la expresión de la dependencia física, que se manifiesta con una serie
de signos característicos que constituyen l.o que se denomina “síndrome de
abstinencia” (Blasig y col., 1973; Francis y Comer, 1975; Lérida y col.,
1990). Para interrumpir la administración del opioide en los animales
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pertenecientes a los grupos experimentales se procedió en el caso de la rata,
a la retirada de las minibambas a las 72h de su implantación; en el caso del
ratón no fue necesario este procedimiento porque está descrito que la
suspensión de morfina se agotaa las 72h de su implantación (Christie y col.,
1984).
Para determinar el desarrollo de la dependencia física a la morfina se
administró siempre a un grupo de animales tolerantes paralelo a los
experimentales, el antagonista opioide naloxona, 5 mg/Kg en el ratón y 1
mg/Kg en la rata por vía intraperitoneal (i.p.), 3 días después de la
implantación de la morfina y se procedió a evaluar la aparición de los signos
caracteristicos del sindrome de abstinencia. Estos signos comportamentales
incluyen saltos, estiramientos, sacudidas, diarrea, ptosis, castañeteo de
dientes y quejido al manejo. De entre estos signos, el más estudiado es la
ejecución repetitiva de saltos (Lerida y col., 1989; Marquis y col., 1991) y
es por tanto el que nosotros elegimos. Para cuantificar este parámetro,
inmediatamente después de la administración de la naloxona, los animales se
introdujeron en una caja de metacrilato de 28x28x40 cm de altura, y se
registró el número de ellos que presentaron esta conducta. Como la mayor o
menor incidencia de este signo se asocia con la intensidad del síndrome,
también se cuantificó el número de de saltos de cada animal. La conducta
saltatoria se determinó durante los primeros 10 mm, periodo en el que se
producen más del 90% de los saltos que se pueden llegar a contabilizar en 30
mm.
2.2. Obtenddn y caracterfracl6n de los antisueros emulsados
A fin de elevar las posibilidades de reconocimiento de la secuencia
antigénica cuando está integrada en una proteína madre se emplearon
antisueros policlonales. En este trabajo se utilizaron, en los experimentos de
actividad GTP-ásica, IgGs procedentes de antisueros policlonales que se
purificaron por afinidad. Los antisueros se generaron frente a secuencias
especificas de las subunidades a de las proteínas G y de los receptores
opioides óy ji. En la cuantificación de los péptidos 13-endorfina 1-31 (13-end)
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y N-Acetll-fr-endorfina <1-31) (NAC), se empleó un antisuero policlonal
generado frente a la secuencia completa de la 13-endorfina humana (1-31) en
el laboratorio del Prof. y. Hbllt (Max Planck, Instituto de Bioquímica y
Psiquiatría, Martinsried-Munich, Alemania), según la técnica descrita por
Hblltycol (1978).
2.2.1. Técnicas de uroductián
La obtención de antisueros totalmente selectivos para los subtipos de
Ga y para los receptores opioldes es muy difícil. En este sentido, los tres
subtipos de G1a presentan 87-93% de homología en sus aminoácidos; las G0a
presentan 72% de homología con las G~a, un 30% con las G.a y 40% con las Gea,
además de un 80% de homología entre elias. La Gx.,,a exhibe una homología
aproximada del 67% con los demás subtipos y en tomo al 50% con las G±a
(Simon y col., 1991). En cuanto a los receptores, el receptor ji de la rata
presenta una homología en la secuencia de un 66% con el receptor 8 del ratón
y de un 68% con el receptor K del ratón. Entre los receptores 6 de la rata y
el ratón laidentidad enlasecuenciaalcanza el 97% (Reisiney BeU, 1993). Por
otro lado, las diferencias entre las secuencias se encuentran muy dispersas
en ellas, y en el caso de los receptores se localizan principalmente en los
extremos amino y carboxilo terminales -
Las péptidos que seescogieron comoantígenos tras realizar un análisis
detallado de las secuencias fueron:
a.,.: C—TGPAESKGEITPELL, fragmento interno (111-125).
a.2: EEQGMLPEDLS, fragmento interno (115-125).
8: C-MELVPSARAELQSSPL, extremo amino terminal (1-16) del
receptor a del ratón.
p: Se eligieron dos secuencias distintas del receptor ji de la rata, una
en el extremo amino terminal y otra interna. Fueron: MDSSTGPGNTSDCSDP
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(1-16), extremo N-terminal (al antisuero obtenido se le denominó MU/T); y
CTKYRQGSID <208-216), fragmento interno (segundo bucle extracelular)
probablemente implicado en la unión del agonista (al antisuero obtenido se le
denominó MU/2EL).
Los números entre paréntesis se refieren a a los residuos de la
secuencia deducida a partir del c-DNA y desaitos en la bibliografía (Evana
y col., 1992; Chen y col., 1993; Fukuda y col., 1993; ¿Jones y Reed, 1987;
Kieffer y col., 1992; Itoh y col., 1986; Matsouka y col., 1988; Matsou]ca y
col., 1990; Strathmann y col., 1989; Thompson y col., 1993; Wang y col.,
1993; YasudayBell, 1993).
Acaulamienta de loe vévtidas a la urataina tranariortadora
Debido al bajo peso molecular de las secuencias seleccionadas y a fin
de aumentar su actividad antigénica se conjugaron con una molécula
transportadora de elevado peso molecular, la tiroglobulina bovina. Cuando
hubo que orientar el péptido con respecto a la molécula transportadora, éste
se sintetizó con una molécula adicional de cisteina en el extremo que iba a
quedar anclado a la tiroglobulina y se utilizó como puente de unión entre el
péptido y la molécula transportadora el éster de m-maleiniídobenzoil-N-
hidroxisuccinimida (MES). Cuando no fue necesaria la orientación, se utilizó
elbidrocloruro de l-etil-3-(3-dimetilamino-propil) carbadilmida para acoplar
el péptido a la tiroglobulina (Harlow y Lene, 1988). Se utilizó MES para
conjugar los péptidos a.,., MU/2EL y 8; y la carbodiimida para los péptidos
a,2 y MU/T.
1. Amplamlento de los péptldoe mediante MBS
El MES une péptidos a proteínas transportadoras a través de cisteinas
y grupos amino libres. El procedimiento puede resumirse en los siguientes
pasos:
-) Bloqueo de los grupos amino libres con anbidrido citracónico. Los
péptidos y el anhídrido citracónico se disuelven en agua a una concentración
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de 10 mg/mI, a continuación se mezclan al 50% (pH 8-9) y se incuban en
agitación a temperatura ambiente durante lh. Tras la incubación, se añade
un 10% de fosfato sódico lM (pH 7.2).
-) Adición del MES (a una concentración de 25 mg/ml en dimetil
formamida) a la solución del péptido hasta que se alcance una concentración
de MES de 5 mg/ml. Se incuba en agitación durante lh a temperatura
ambiente.
-) Separación del péptido del MES no unido por filtración en gel en una
columna GlO (Pliarmacia) preequilibrada con fosfato sódico lOOmM <pH 7.2).
-) Adición de la molécula transportadora (disuelta en tampón fosfato
salino (PES)) en una proporción de 1 mol de péptido/SO aminoácidos de
transportador. La mezcla se incuba en agitación durante 3h a temperatura
ambiente.
-) Diálisis con PES lOOmM para eliminar el péptido no unido.
2. AcoplamIento de loe pépUdos mediante carbodilmida
La carbodiiniida une grupos carbosilo y grupos amino libres. El
protocolo seguido para acoplar los péptidos a la tiroglobulina fue el
siguiente:
-) Bloqueo de los grupos amino libres del péptido con anhídrido
citracónico. En el caso de que el péptido antigénico sea rico en grupos
carbosilos se pueden bloquear, como alternativa, los grupos amino de la
proteina transportadora. Los péptidos y elanhídrido citracónico se disuelven
en agua a una concentración de 10 mg/mI, a continuación se mezclan al 50%
(pH 8-9) y se incuban en agitación a temperatura ambiente durante lh.
-) Separación del péptido y del citracónica no unido por filtración en
gel en una columna GlO equilibrada con agua.
-) Dilución del péptido con agua hasta alcanzar una concentración de
ltng/ml.
-) Adición de la carbodii.mida a una concentración final de 10 mg/ml.
Se ajusta el pH a 8 y se incuba durante 5 mm a. temperatura ambiente.
-) Adición de un mismo volumen de la molécula transportadora
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(disuelta en RES) en una proporción de 1 mol de péptido/SO aminoácidos de
transportador. La mezcla se incuba durante 4h a temperatura ambiente.
-) Adición de acetato sádico (pH 4.2) hasta alcanzar una concentración
final de lOOmM. De este modo se para la reacción. Se incuba durante lb a
temperatura ambiente.
-) Diálisis con acetato sódico (pH 4.2) durante 3h y después con PBS
para separar el péptido no unido del conjugado péptido-proteina.
Inmunización de los animales
Antes de llevar a cabo la inmunización, el péptido se mezcla con un
adyuvante para fomentar la respuesta inmunológica. El más utilizado es el
adyuvante completo de Freund, que contiene bacterias inactivas suspendidas
en una emulsión oleosa. Al mezclarlo con la solución acuosa del antígeno se
forma una emuisión agua/aceite estable, que al inyectarse intradérmicamente
a los conejos, forma un depósito del que el antígeno se va liberando lenta y
continuamente. La composición del adyuvante completo de Freund es: marcol
5285%, arlacel A 15% y bacterias secas de la especie Mvcobacterium butvricum
al 0.1%. El adyuvante incompleto de Freund carece de las bacterias
(Calbiochem-Novabiochem Corporation, La Jolla, CA, USA).
La inmunización se realizó según la forma descrita por Dunbar (1987)
y el proceso que se siguió en este trabajo se detalla a continuación. Se hizo
una mezcla (dilución 1:1) con el péptido (disuelto en solución salina a una
concentración de 0.5-1 mg) y el adyuvante completo de Freund. Con la
emulsión resultante se realizaron inyecciones intradérmicas, de 100 pl cada
una, a ambos lados cte la columna vertebral. Además se hizo una inyección
subescapular, a unos 1.3cm de profundidad, con 300 pl dela mezcla. En las
inyecciones subsiguientes se utilizó el adyuvante incompleto de Freund.
A los cuarenta dias de la primera inmunización se realizó una sangría
de control en el conejo. Las sangrías se sucedieron (aproximadamente una
cada mes) hasta que la titulación disminuyó. La sangre extraída se dejó a
temperatura ambiente durante 3/4h transcurridas las cuales, se centrifugó
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a lOOOxg a 40C (Sorvall RC5C, rotor 55-34). Se obtuvo un suero que se
fraccionó y se liofilizó. La especificidad y reactividad cruzada de estos
sueros se caracterizaron posteriormente por electroforesis seguida de
inmunotrasferencia.
Purificación de loe antisueros
La purificación de los antisueros se realizó por cromatografía de
afinidad sobre proteína A (cartuchos de cromatografía de proteína A:
Memsep CAPA 100 01, Millipore), que es un ligando natural de las
inmunoglobulinas. La proteína A es una proteína de la pared bacteriana de
StaDhvlococcus aureus que se une a la región F~ de las inmunoglobulinas de
mamífero, especialmente a las inmunoglobulinas G (IgGs) -
El proceso de purificación fue monitorizadocon un detector ultravioleta
ajustado a 280 nm y consistió en los siguientes pasos:
-) Dilución de los sueros en un tampón formado por Tris-HCl 50mW
NaCí 0.2M a pH 7.7.
-) Filtración de la solución proteica.
-) Equilibrado del cartucho de proteina A con el tampón descrito
anteriormente.
-) Inyección de la solución de proteína en el cartucho.
-) Aclarado del cartucho con el tampón hasta que la absorbancia
alcance la línea de base.
-) Elución de la proteína absorbida al cartucho con glicina-HCl 0. 2M
a pH 2.5 hasta que la absorbancia recupera la línea de base. El material
eluido se neutralizó con Tris-HCl 1M hasta alcanzar un pH de 7.5 y se
concentró y dializó en PES - Tras la diálisis el material resultante se fraccionó
en alícuotas que se mantuvieron a -700C hasta el momento de su utilización.
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2.2.2. Métodos de caracterización
El radioinmunoensayo (RIA) es uno de los métodos más empleados en
la cuantificación de antígenos (Ag) conocidos. Cuando es necesario
identificar y caracterizar los Ag contenidos en una mezcla proteica compleja
se utiliza la inmunotransferencia sobre membranas (“immunoblotting”). En
este método las mezclas proteicas se resuelven en geles de separación
analítica, y luego se transfieren a membranas para la identificación de los Ag
individuales mediante antisueros específicos. Con el empleo de geles
SDS/poliacrilamida se obtiene información acerca del tamaño y las relaciones
moleculares de los Ag estudiados.
En este trabajo, la inmunotransferencia se utilizó para caracterizar los
antisueros generados frente a secuencias específicas de las subunidades G12a
y G,,,ao de los receptores oploides ji y 6; y el RIA se empleó para cuantificar
los niveles de 13-end y NAC en el SNC de la rata y el ratón, una vez se hubo
caracterizado el antisuero generado frente a la secuencia completa de la j3-
end (Hdlitycol., 1978).
Antisueros frente a las subunidades G, .«y~,.a de las irotelnas G y frente
a las receotores aploMes u ir O
e Inmuntansterenda
Las muestras se calentaron a 100
0C durante 5 min en tampón de
solubilización (Tris-HCl 5OmM, SDS 5%, glicerol 10% y 2’-mercaptoetanol 5%,
pH 6.8). Se utilizaron de 40 a 60 pg de proteína para cada calle de la
electroforesis, que se realizó en un gradiente de poliacrilanilda (7-18%
acrllamida/1 .9% bis-acrilamida (peso/volumen)) (cubeta de electroforesis
Hoefer SE 280); la corriente empleada fue de 15 mA (fuente de electroforesis
ISCO 595). Como estandares se utilizaron fosforilasa b (músculo de conejo),
catalasa (hígado bovino), alcohol deshidrogenasa (hígado de caballo) y
anliidrasa carbónica (eritrocito bovino).
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A continuación, las proteínas se transfirieron a membranas PVD F
(difluoruro de polivinilo) de 0.2 pm (Eiorad) durante 2h a 70 voltios (Mini
Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell, Biorad). En este proceso se
empleó tampón de transferencia (Tiis-HCl 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0.04%
y metanol 20%, pH 8.3). Se procedió al bloqueo de los sitios de unión de
proteínas desocupados con leche deslipidada (“Blotto”, BioRad) en TTES
(Tris-MCI 5OmM, Nací 500mM, tween 20 0.05% a pH 7.7) durante lh a 37C.
Tras lavar la membrana, se añadió el antisuero primario (dilución 1:3000) en
TTBS. Este antisuero se incubo en agitación con la membrana durante toda
la noche a 400 (Deca Probe PR 150, Hoefer). Una vez retirado el primer
antisuero, la membrana se lavó con TTBS. Como segundo antisuero se
emplearon IgGs de cabra anti-conejo conjugadas con fosfatasa alcalina
(dilución 1:3000) (Promega, ffS373B) en TTBS, que se incubaron durante
2/3h a temperatura ambiente. Una vez retirado este segundo antisuero, la
membrana se lavó con TTBS. Como sustrato para el revelado de la membrana
se empleó una mezcla de NBT (“Nitroblue tetrazolium”) y BOtE (5-bromo-4-
cloro-3-indolil fosfato) en dimetilformamida (“Western Elue’, Promega,
#6384E).
Los antisueros anti-G12a y antí—G11~a inmunoreaccionan con proteínas
de 39-41 ltDa en estructuras neurales de SNC de ratón (Sánchez-Blázquez
y col., 1993). El antisuero frente al receptor opioide 8 detecta una proteína
de 39 kDa en SNC de ratón (Garzón y col., 1994a) y dos proteínas, una de
39 ltDa y otra de 43/45 ltDa (probablemente se corresponda con una
glicosilación del receptor), en las células NG 108-15 (Garzón y col., 1994b).
El antisuero frente al receptor opioide ji MU/T detecta en cerebro de
ratón tres bandas proteicas • de 43 ltDa, 51 lOa y 58 kfla, siendo la de 51 lOa
la predominante. También detecta bandas correspondientes a pesos
moleculares mayores, 100 ltDa y 114 kDa, que podrían ser formas diméricas
ya que desaparecen tras la sonicación de las muestras solubilizadas. Si las
membranas se tratan con una enzima desgilcosidante se obtiene una única
banda de 43 ltDa semejante a la descrita en la bibliografía (Cho y col., 1986;
Lui-Chenycol., 1993; Epplerycol., 1993). Dehecho, sehandescritocinco
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sitios posibles de glicosilación en el extremo N-terminal del receptor ji en
distintas especies (Lui-Chen y col., 1993). En membranas de células NG 108-
15. en las que se han descrito sólo receptores 8, el antisuero MU/T detecta
únicamente una tenue banda en torno a los 43 RDa (Garzón y col., 1995).
Como las proteínas glicosiladas presentan alteraciones en su movilidad en
SDS-PAGE, al utilizar el antisuero MU/2EL en las inmunotransferencias, la
banda de mayor señal detectada en cerebro de ratón es la correspondiente a
un peso molecular de 58 ltDa (Garzón y Sánchez-Blázquez, 1995), similar a
la descrita por otros autores (Gioannini y col., 1993). Las
inmunotransferencias que ilustran estos resultados se muestran en la Figura
g.
c
e
n
3EkDa
n
o
o
4IkDa
kfla
— 58
LA
o .,
—
4> —
.0 a
4> ‘~Li
4>
o e
‘O
.4>
00
.< ‘0
e
ti
rL,
e
Ñ
4>
ti
o
TIGRA 9. lnmunodetección de las subunidades G~a y GZ/SG (Panel A), del receptor 6 (Panel B) y del
receptor p (Panel C) empleando antisueros específicas. Fracciones P2 de cerebro de ratón o de células
NG 108—15 fueron solubilizadas con SDS y 2aercaptoetanol, se separaron por electroforesis en geles de
poliacrilamida/SDS. Después de transferir las proteínas a membranas de PVDF UWestern botting’) se
innnodetectaron los antígenos con los correspondientes antisueros <dilución 1:3000).
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Antisuero frente a la 8—endorflna (1—311
El antisuero (As) que se utilizó en este trabajo fue generado contra la
secuencia completa de la p—endorfina humana (1-31). Previamente a la
utilización de este antisuero en el radioinmunoanálisis, fue necesario realizar
una serie de ensayos que nos informaran sobre sus características y que a
continuación se detallan.
1. TitulacIón
Se llevó a cabo para conocer la dilución del As que era capaz de
reconocer al 50% de una cantidad prefijada de su correspondiente Ag, en
nuestro caso, j3-end. Se prepararon diluciones crecientes del As, desde
1: jQ4 hasta 1: stO’, que se incubaron durante 18-24h con 5000-10000 cpm de
(3-end marcada radiactivamente (‘25I-Tyr27-~3--end) en el tampón RIA. A
continuación, y para separar el complejo Ag’-As del Ag libre, se añadió
carbón activo, se centrifugaron los viales a llOOOxg durante 10 miii y se
recogieron los sobrenadantes (contienen los complejos Ag-As) que se.
midieron en un contador LKB Wailac (1282 Compugamma CS). Se obtuvo la
curva de la Figura 10 en la que se representan: en ordenadas, el tanto por
ciento de la formación del complejo As-Ag marcado (% As-Ag’), y en abcisas,
las diluciones crecientes del As. El 50% de unión del antisuero a la ¡3-end
marcada se consiguió en torno a la dilución 1: i0~, que fue la que se utilizó en
los ensayos siguientes.
2. SensiNlidad
Se llevó a cabo para conocer la cantidad de Ag frio que es capaz de
prevenir en un 50% la unión de la j3-end marcada al As. Se utilizaron las
siguientes concentraciones de 13-end y NAC: 1, 3, 10, 30 y 100 fmoles/tubo,
y se procedió según el protocolo del EtA que se detafl.a más adelante. Los
resultados se representan en la Figura 11; a medida que aumenta la cantidad
de Ag frío se observa una paulatina disminución de la unión complejo As-Ag.
14 y 12 fmoiles fueron las cantidades de <3-end y NAC, respectivamente, que
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redujeron la unión de la ¡3-end marcada al As en un 50%.
3. Selectividad
Dado que existen muchos péptidos opioides endógenos cuya secuencia
es semejante en algunos de sus aminoácidos con la de la [3-end,
principalmente en el extremo amino terminal (como es el caso del otro péptido
que nos ocupa: NAC), es necesario estudiar la selectividad del As frente a
dichos péptidos, ya que interferirían en lacuantificación del contenido de 3-
end en el RÍA. Los péptidos empleados para evaluar la selectividad del As
fueron:
0—Endorfina (1—31):
Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Thr-Ser-Glu-Lys-Ser-
Gln-Thr-Pro-Leu-Val-Thr-Leu-Phe-Lys-Asn-
Ala-lle-lle-Lys-Asn-Ala-Tyr-Lys-Lys-Gly-
Glu
NAcetil~Endorfuna (1-31):
Ac-Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Thr-Ser--Glu-Lys-Ser-
Gln-Thr-Pro-Leu-Val-Thr-Leu-Phe-Lys-Asn-
Ala-lle-Ile-Lys-Asn-Ala-Tyr-Lys-Lys-Gly-
Glu
j3—Endorfina (1—27):
Tyr-Gly-Gly’-Phe-Met-Thr-Ser-Glu-Lys-Ser-
Gln-Thr-Pro-Leu-Val-Thr-Leu-Phe-Lys-Asn-
Ala-Ile--Ile-Lys-Asn-Ala-Tyr
f3—Endorfina (6—31):
Thr-Ser-Glu-Lys-Ser-Gln-Thr-Pro--Leu-Val-
Thr-Leu-Phe-Lys-Asn-Ala-fle-lle-Lys-Asn-
Ala-Tyr-Lys-Lys-Gly-Glu
‘u—En dorfuna:
Tyr-Gly-Gly’-Phe-Met-Thr-Ser-Glu-Lys-Ser-
Gln-Thr--Pro-Leu-Val-Thr-Leu
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Metionina-Encefalina:
T yr-GIy-Gly-Phe-Met
Cada uno de ellos se empleó a las siguientes concentraciones: 1, 3, 10,
30 y 100 fmoles/tubo, y se procedió según la técnica general del RIA. En la
Figura 12, se representan los resultados para cada uno de los péptidos
ensayados. El As presentó una elevada selectividad tanto para 13-end como
para NAC; mientras que del resto de los péptidos se requerían
concentraciones mucho mayores (hasta 3 logaritmos) para que comenzaran a
ser reconocidos por el As. En este sentido, la bibliografía describe que la
obtención de As altamente específicos frente las forma N-acetiiadas de la 13-
end es difícil (Weber y col., 1982).
2.3. Detenninación del contenido de B-endorffna (1-31) y N—nljl-B-ET
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endorflna (1-31) en estructuras del SNC e hicáfisis de la rata y del ratón
El método más sensible de detección de péptidos es el
radioinmunoensayo (RÍA) que se puede considerar un ensayo de fijación en
el que el receptor es un péptido activo. Esta técnica presenta como
inconveniente la aparición de fenómenos de reactividad cruzada con péptidos
relacionados y/o con precursores y metabolitos: el As sólo reconoce el
determinante antigénico de la molécula del péptido contra la que fue
generado, pero puede ocurrir que en la muestra existan otras moléculas que
presentan el mismo determinante. Además, en esta técnica se emplean
antisueros policlonales; los antisueros contienen una población de
anticuerpos que reaccionan con partes distintas del Ag, su especificidad es,
por tanto, la suma de las acciones de los diversos anticuerpos que integran
su población. De hecho como se ha descrito en el apanado 2.2.2. de este
capítulo, el As empleado en este trabajo reconocía las dos formas (1-31) del
péptido [3-end. Por tanto, se procedió a separar los péptidos de la muestra
por cromatografía liquida de alta presión (HPLC) y a continuación, una vez
aislados, se cuantificaron independientemente por RIA.
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2.3.1. Eztraaián de los péptida.. PreparacIón de las mu~tras
Se prepararon cuatro grupos experimentales: control, tolerante 24h,
tolerante 72h (habían estado implantados con morfina durante 24h o 72h) y
abstinente (habian estado implantados con morfina durante 72h y se les
sacrificó 24h después de la retirada de la munibomba o del agotamiento de la
suspensión oleosa que contenían la morfina).
Los animales se sacrificaron por decapitación y rápidamente se
obtuvieron y congelaron (sobre nieve carbónica a ~70oe). las siguientes
estructuras: septum, estriado, tálamo, hipotálamo, sustancia gris
periacueductal (PAG), resto del mesencéfalo, bulbo-médula oblongata e
hipófisis (separada como adenohipófisis y lóbulo neurointermedio en la rata).
Una vez pesadas las estructuras, se resuspendieron en 5-10 volumenes de
ácidoclorhídrico 0. iN, y se pusieron en un baño a ebuilición durante 10 ruin,
con el fin de inactivar las peptídasas endógenas. Con este procedimiento se
minimiza la degradación de la 13—end presente en las muestras por lo que se
consigue recuperar mayor cantidad de péptido.
A continuación, las estructuras se homogeneizaron en frío, con un
homogeneizador de teflón, para romper las células y facilitar la salida de los
péptidos. Los homogeneizados se centrifugaron durante 10 miii a l2000xg
(Sorvall RC5C, rotor 55-34) y se recogieron los sobrenadantes que se
fraccionaron y se liofilizaron. Los volumenes de fraccionamiento fueron
distintos para cada estructura, según su contenido endógeno, para
adaptarlos así a la curva de calibrado del RÍA. Los liofilizados seconservaron
a -20C hasta el momento de su fraccionamiento por HPLC.
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2.3.2. SeDaraclán de 8-endorfina (1-31) y de N-acetil-B-endarfina (1-31)
.
tltfllzación de la croinatoarafla llauida de alta presión
HPLC con deteccidn ullravioleta. Generalidades
La técnica de la cromatografía liquida de alta presión (HPLC) de fase
reversa se basa en el uso de partículas de sf]ice de muy pequeño tamaño,
revestidas de cadenas policarbonadas, que están firmemente empaquetadas
en columnas de acero que soportan altas presiones. La interacción con este
soporte permite que las moléculas de las distintas sustancias presentes en la
muestra eluyan de la columna de diferente manera al pasar la fase liquida
móvil, siendo posible la separación de sustancias que difieren sólo
ligeramente en las propiedades de interacción con el soporte.
La cromatografía de fase reversa es el método de separación más
utilizado en la separación de péptidos. Los péptidos de diferente polaridad
eluyen secuencialmente, en función de su hidrofobicidad, con gradientes de
fase móvil o incrementando la concentración de solvente orgánico - En este
tipo de cromatografia, se produce una atracción primaria entre la fase
estacionaria, apolar, y la región no polar del soluto. El orden de elución es,
por tanto, de hidrofilico a hidrofóbico (de polar a no polar). Variaciones de
pl-! o de concentración y tipo de sales en la fase móvil, cambian la polaridad
de los péptidos y, por tanto, su retención en columnas de fase reversa. La
fase estacionaria más común son columnas policarbonadas C1, que son lo
suficientemente hidrofóbicas como para retener péptidos pequeños pero que
también retienen los grandes. La elución en gradiente se emplea para reducir
el tiempo de análisis aumentando la fuerza del solvente con el tiempo. Se
utiliza para separar mezclas complejas, con varios componentes de polaridad
diferente. Los gradientes pueden ser binarios, ternarios o cuaternarios
según el número de solventes empleados en la separación; pueden ser lineales
o no, según la curva que los defina; también se pueden emplear gradientes
de flujo o incluso, combinar los dos. Con el fin de no dallar la columna, la
muestra a cromatografiar debe estar libre de partículas en suspensión y su
pH dentro de los límites de estabilidad del soporte, siendo además aconsejable
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la utilización de una precolumna que proteja el buen funcionamiento de la
columna.
Los métodos de detección de las sustancias cromatografiadas se basan
en las propiedades físico-químicas de las moléculas. La detección ultravioleta
se emplea en la detección de compuestos aromáticos (absorben a 280 nm),
ácidos y amidas (absorben a 210 nm) y péptidos (absorben a 214 nm) - En
general, se consigue una detección muy sensible de la mayoría de los
péptidos, a una longitud de onda entre 200 y 220 nm. Sin embargo, los
péptidos que presentan aminoácidos aromáticos, pueden detectarse a 280 nm,
con este método se pierde sensibilidad pero se eliminan los problemas de
absorción de la fase móvil.
Preparación de las muestras
Los liofilizados se resuspendieron en 100 pl de agua destilada y se
ultracentrifugaron a lOOOOOxg (Beckman TL 100, rotor TL 100-1) durante 30
mm, con el fin de eliminar cualquier posible partícula en suspensión. Los
sobrenadantes obtenidos se inyectaron en el sistema cromatográfico el mismo
día de su generacion.
Condiciones cromatográficas
La separación de los péptidos 13-end y NAC se llevó a cabo por HPLC,
con detección ultravioleta, empleando columnas cromatográficas de fase
reversa. El sistema cromatográfico que se utilizó constaba de dos bombas de
alta presión (Perkin-Elmer, series 10 “liquid chromatograph”), controlador
de gradiente (Perkin-Elmer, series 20 “LC controller”), precolumna
(Spherisorb 10 ODS-2, 500x4.6 —, tamaño de partícula 10 pm), columna de
fase reversa (Spherisorb 5 ODS-2, 250x4.6 —, tamaño de partícula 5 pm),
detector ultravioleta (Perkin—Elmer, LC-75 ~spectrophotometric detector”),
y un integrador (Perkin-Eimer, “chromatographic intelligent-terminal”).
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La separación cromatográfica se realizo con un gradiente lineal de 20
min y se utilizó como fase móvil tampón ácido acético 0. 1M ajustado a pH 5.0
con tnetxlamina (solvente A) y acetonitrilo (solvente B). Las condiciones
iniciales fueron A:B= 65:32 y las finales A:B= 62:37. Previamente a su
utilización, la fase móvil se desgasificó, con el fin de evitar el efecto
desestabilizador de las burbujas de aire sobre la presión de las bombas
cromatográficas y la presión del detector.
Los tiempos de retención de los dos péptidos se determinaron con un
detector ultravioleta ajustado a 280 nm tras la inyección de cantidades
conocidas (5-10 pg) de los péptidos sintéticos i3-end y NAO. El flujo
empleado fue de 1.5 rril/min. Bajo estas condiciones cromatográficas, los
tiempos de retención fueron: 9 mm para 0-end y 14 ruin para NAC. Dichos
tiempos de retención se confirmaron varias veces a lo largo de la jornada de
trabajo para verificar que no sufrian alteraciones. En la Ngura 13 se
presentan varios cromatogramas que muestran la separación de los dos
péptidos. La cantidad de muestra inyectada fue de 80-100 pl. En cada una de
elias, se recogieron las fracciones correspondientes a los dos péptidos que
se liofilizaron para eliminar los solventes que interfieren en el RÍA. Para
calcular el porcentaje de recuperación de cada péptido, en diversos momentos
del proceso de preparación de las muestras (durante la extracción de los
péptidos y antes de la inyección en el sistema cromatográfico) se añadieron
cantidades conocidas de ~—end y NAC a una estructura que nos sirvió de
control negativo: el cerebelo -
2.3.3. Radiolnzrninoer¡sayo. Metodolcofa creneral
El radioinmunoensayo (RIA) es un método de cuantificación de
moléculas biológicas con capacidad antigénica o susceptibles de adquirirla por
conjugación a otras más voluminosas. El método se basa en una reacción
antigeno—antisuero (Ag—As), en la que el antisuero (As) se une a su antígeno
(Ag) especifico. Comola unión Ag-As tiene lugar a través del establecimiento
de puentes no covalentes, la reacción Ag-As es reversible y sigue, por
tanto, la ley de acción de masas. Sin embargo, antisueros de elevadaafinidad
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tienden a estabilizar el complejo Ag-As haciendo muy difícil su disociación.
El Ag se encuentra de dos formas: marcado radiactivamente (Ag caliente) y
sin marcar (Ag frío); los dos compiten por unirse al As, de manera que se
forman dos tipos de complejos: complejo marcado y complejo sin marcar. Una
vez alcanzado el equilibrio, en nuestro caso una vez transcurridas 18-24h de
incubación, los complejos formados se separan del Ag libre por absorción de
éste al carbono activo, que se elimina después por centrifugación.
Como en el ensayo la concentración de As y Ag son constantes, la
cantidad de complejo marcado es el índice del contenido de Ag frío existente
en la muestra problema. Por tanto, cuanto mayor cantidad de Ag contenga la
muestra, menos cantidad de complejo marcado se formará en el equilibrio.
Esta cantidad se determina por contaje radiométrico de una alicuota del
sobrenadante que resulta al separar por centrifugación el carbono activo
unido al Ag no acoplado al As. En todos los ensayos de RIA se procesa en
paralelo una curva de calibración, en la que la muestra problema se sustituye
por cantidades conocidas de Ag frio, que nos permite conocer la cantidad de
éste presente en el material biológico en estudio.
Este RÍA. se utilizó para determinar el contenido de 13-end y de su
derivado acetilado en las estructuras de rata y ratón ya mencionadas,
obtenidas y procesadas según se indicó en apartados anteriores. Se empleó
como trazador marcado ‘251-Tyr”-13-endorfina y se siguió el procedimiento
descrito por Hdllt y col (1979). Una vez reconstituidas las muestras problema
en los volumenes adecuados de tampón de RÍA, se incubó la siguiente mezcla
de reacción durante 18-24h a 40C:
-300 pl de tampón RIA de incubación,
-50 pl de muestra problema o del Ay frío en el caso de la curva de
calibración,
-50 pl de 13-end marcada radiactivamente y,
-100 pl del As en la dilución que se unía al 50% con la $3-end marcada
(dilución final 1:10~);
de modo que el volumen final de reacción fue de 500 pl.
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FIGilA 13. Cromatogratas de BPLC de fase reversa en el que se muestran los tiempos de elución de 5 pg
de O-endorfina (1-31) (A), de 10 pg de N-Acetil-~-endorfiua (1-31) (B> y de ambos péptidos CC>
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El tampón RIA de incubación está formado por: tampón fosfato sódico
0.02M (pH 7.5), NaCí 0.15M, ESA 0.01%, gelatina 0.1%, tritón—X—100 0.1%
(Panreac) y timerosal 0.01%. Cada muestra problema o punto de la curva de
calibrado se realizó por duplicado.
La curva estandar se construyó con las siguientes cantidades de %3-end
fría: 1,3,30 y 100 fmoles/tubo. La curva se completó con unos tubos de:
-cuentas totales, llevaban únicamente ~-end marcada y el tampón de
incubación. Se procesaron con agua destilada en vez de con carbón
activo y nos indicaban la radiactividad total presente en el ensayo,
-blancos, llevaban una cantidad muy alta de ~-end fría,
aproximadamente de inmol/tubo, de este modo la j3-end marcada queda
desplazada completamente. Se procesaron con carbón activo y nos
indicaban la radiactividad residual del ensayo y,
—ceros, no llevaban I3—end fría y se procesaron con carbón activo. Nos
permitían conocer el % de unión del Ac al Ag.
Transcurrido el tiempo de incubación, 18-24h a 400 se añadió a todos
los tubos 500 pl de tampón de revelado. En los tubos que anteriormente
denominamos cuentas totales, el tampón de revelado se sustituyó por el mismo
volumen de agua destilada. El tampón de revelado es idéntico al tampón EtA
pero carece de tritón-X-100 y está suplementado con carbón activo 1.5%
(Norit A, Serva) y ESA 0.75%. A continuación, los tubos se agitaron y se
centrifugaron a llOOOxg durante 10 min. Se recogió una alícuota de cada
sobrenadante y se procedió a su contaje radiométrico.
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2.4. DetermInación de la actividad GTP—Aslca en el SNC del ratón y en las
células hibridas NG 108-15
La determinación de una actividad nucleátido trifosfatasa (NTPasa)
específica para el G TI> en un sistema multifuncional como la membrana
plasmática requiere un ensayo en el que se hayan suprimido al máximo las
actividades nucleátido trifosfatasas no especificas. Por ello, se utiliza una
concentración baja de GTP (3OnM-3pM) y un inhibidor de gran número de
ATPasaS, el análogo no metabolizable del ATP AppNHp.
La membranas contienen actividades nucleósido quinasa y adenilato
qninasa que, en presencia de ADP, redistribuyen la radiactividad tanto a
nucleótidos de adenina como de guanina. Para evitarlo, se introduce en el
ensayo un sistema regenerador de ATP formado por la fosfato de creatina y
la creatina fosfoquinasa. La adicción de ATP mejora el rendimiento del
sistema regenerador de ATP (Cassel y Selinger, 1976). Al inhibir la ATPasa
de N&/K empleando ouabaina también se evita la hidrólisis no específica de
GTP por ATEasas. En el ensayo también se incluyen MgCl2 y NaCí, el primero
es necesario para que se produzca la disociación de la subunidad a del
complejo lir, y el NaCí para disminuir la interacción de los receptores
desocupados con las proteínas G (Carty y col., 1990, Koski y col., 1982,
Costa y col., 1990). De hecho, es bastante probable que la actividad
GTpásica basal se deba a esa interacción. En ausencia del ión sodio, la
actividad basal es tan grande que impide estudiar la estimulación de la enzima
por agomstas.
2.4.1 Prevaración de las sina~tosomas
Los ratones se sacnficaron por decapitación y el cerebro y la médula
espinal se extrajeron rápidamente. El cerebro se diseccionó en diferentes
estructuras sobre una placa de Petri a 4C. Estas estructuras fueron:
corteza cerebral, estriado, tálamo, hipotálamo, sustancia gris pe2riacueductal
(PAG), resto del mesencéfalo y bulbo-médula obl.ongata. En ].os experimentos
realizados para caracterizar la actividad GTPásica del SNC de ratón se
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utilizaron sinaptosomas de cerebro total.
El tejido procedente de al menos 5 animales se reunió, se lavó en
tampón Tris/HCl 25mM, EGTA lniM (pH 7.4) a 40C y se homogeneizó en frio
con un homogeneizador Polytron PT-10-35. En algunas ocasiones éste tampón
fue suplementado con sacarosa 0.32M. El precipitado generado
(correspondiente a la fracción nuclear) tras una centrifugación de 10 ruin a
lOOOxg (Sorvall RC5C, rotor SS—34) se resuspendió en el mismo volumen de
tampón y se desechó tras otra centrifugación a lOOOxg. A continuación, los
dos sobrenadantes resultantes se reunieron y se centrifugaron a 22500xg
durante 20 ruin. El precipitado así obtenido, se resuspendió de nuevo en el
tampón y se sometió a otra centrifugación adicional a 22500xg durante 20 mm.
El nuevo precipitado, correspondiente a la fracción P
2 rica en sinaptosomas,
se conservó y el sobrenadante se ultracentrifugó a 200000xg (Beckman L8-
80M, rotor 70 Ti) durante lh. Este último precipitado se denoniinó P3 -
Según el tampón en el que hubieran sido preparados los precipitados
se denominaron: P2sin, P2con, P3sino P,con. Con esta denominación se hace
referencia a la presencia (con) o no (sin) de sacarosa durante el proceso de
generación de los precipitados. En todos los experimentos, excepto en
aquellos realizados para caracterizar la actividad GTPásica del SNC de ratón
se utilizaron fracciones P2. La razón fue la siguiente: aunque en las
fracciones P3 se detecta actividad GTPásica de baja Km, ésta no se modifica
ni por agonistas ni por antagonistas (Ott y col., 1989). Los precipitados se
resuspendieron en Tris/HCl 25mM, EGTA lmM (pH 7.4) a una concentración
media de proteína 3-7 pg/pl y se congelaron en fracciones a -70
0C hasta que
se utilizaron.
2.4.2. Prenaracián de membranas a narur de células hibridas NG 108-15 en
cultiva
Las células, en PBS, se desprendieron de los frascos por agitación y
se precipitaron por centrifugación a SOOxg (Beckman GE>) durante 5 mm. Las
células se resuspendieron en tampón Tris/HOl 25mM, EGTA lmM, sacarosa
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0.32M (pH 7.4) a CC, hasta alcanzar una concentración de 10’ células/ml.
y se homogeneizó en frío con un homogeneizador teflón/vidrio. La fracción
P2con se preparó como en el caso de los sinaptosomas.
2.4.3. Des~icd6n del método
La determinación de la actividad GTPásica asociada a proteinas G se
llevó a cabo monitorizando la liberación de “Pi a partir de [t-
32E>JGTP. El
ensayo para determinar la actividad GTPásica es una modificación del método
de Cassel y Selinger (1976). El medio de incubación consiste en: GTP 3pM,
[r-32P]GTP 0.4nM (4x105 c.p.m.), EDTA 0.lmM, ditiotreitol 2mM, NaCí
100m1tl, MgCl
2 5mM, App(NH)p 0.25 mM, ouabalna lmM, ATP lmM, fosfato de
creatina lOmM, 2.5 unidades de creatina fosfoquinasa, Tris-HCI lOmM (pH
7.4) y 1-5 pg de fracción proteica, todo ello en un volumen final de 100 pl.
A fin de proteger los péptidos endógenos (como la 13-end o su derivado
acetilado) de la degradación de proteasas inespecíficas se incluyeron en la
mezcla de incubación ESA 0.1% y bacitracina 0.01%. En ensayos de fijación
estos agentes habian demostrado ser eficaces en la proteccción de estos
péptidos (Garzón y Sánchez-Blázquez, 1991).
En general, la reacción se inició con la adición de la suspensión de
membranas al medio de incubación precalentado y se llevó a cabo durante
10/20 ruin a 370 C. Sin embargo, como se describirá en el próximo apartado,
el protocolo experimental sufrió variaciones en función del estudio que se
estuviera abordando. Tras la incubación, las muestras se enfriaron en un
baño de hielo (en esas condiciones la hidrólisis de [t-32P]GTP esinapreciable). A continuación, para inhibir por completo la actividad
enzimática y para separar el “Pi del [t-32P]GTP no hidrolizado, se añadieron
900 pl de una suspensión de carbón activo al 5% (peso/volumen) (Norit A,
Serva) en ácido fosfórico 2OmM (pH 2.3) a 40C. Después de realizar una
centrifugación a llOOOxg durante 15 mm se recogieron 500 pl del
sobrenadante (donde se encuentra el “Pi) a los que se añadieron 2 ml de
liquido de centelleo (ECOLUME, ION). Por último se procedió a su contaje
radiométrico en un contador de centelleo (Beckman, LS-5801).
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En estas condiciones experimentales, la hidrólisis de GTP fue de
aproximadamente un 20%. Lahidrólisis dependiente del componente enzimático
de alta afinidad constituye el 30-50% de la hidrólisis total. La liberación de
“Pi por este componente se reduce por competición al incrementar la
concentración de sustrato no marcado (GTP). En presencia de un exceso de
GTE> frío el “Pi liberado se debe esencialmente a la actividad de NTPasas de
baja afinidad. Esta hidrólisis de baja afinidad no está mediada por proteínas
G y se incrementa en relación directa al aumento de la concentración de GTP.
Los blancos (sin proteína) presentaron una radioactividad residual del 1-2%.
La actividad GTPásica de baja Km (de alta afinidad) se obtuvo
sustrayendo la observada en presencia de una concentración alta de GTP (1
mM) dela hidrólisis total observada (enc.p.m.) a una concentración baja de
GTE> (30 nM 03-30 pH, dependiendo del experimento). Este cálculo permite
eliminar el componente hidrolitico debido a las nucleósido trifosfatasas
inespecificas - A lo largo de este trabajo se aludirá al componente específico
como actividad GTPásica de alta afinidad o de baja Km. indistintamente.
Los resultados se expresan según el ensayo, en pmoles de GTE>
hidrolizados/mg de proteína/minuto, como % [t-32P]GTP hidrolizado, o como
% actividad basal. Todos los experimentos se realizaron por triplicado. El
análisis de los datos para calcular la constante de afinidad (Km) y la
velocidad máxima de la reacción (~fmax) se llevó a cabo mediante la
representación de Uneweaver—Burk en la que se relaciona la inversa de la
velocidad de la reacción f(1/pmol) .mg.min] en ordenadas con la inversa de
la concentración de sustrato (1/GTP) en abcisas. Las concentraciones de
GTPempleadasfuerono.07, 0.08, 0.1, 0.16, 0.25, 1, lOylOOpM. Losdatos
se ajustaron a una recta en la que la Km viene dada por la inversa cambiada
de signodelaintersección delarectacon el eje deabcisas, ylaVmaxse
determina como la inversa de la intersección de la recta con el eje de
ordenadas. Del mismo modo, la pendiente de la recta se corresponde con la
relación Km/Vmax. Los resultados se expresan en (1/pmoles
hidrolizados) .mg proteína.minuto para la 1/V y en pM de GTP para la Km.
Los datos se estudiaron, por tanto, por análisis de regresión lineal y las
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constantes cinéticas se obtuvieron empleando laecuación de Michaelis-Menten
(Tallairida y Murray, 1981).
2.4.4. Protocolos exuerimnentales emoleados
Protacxalo ¡nidal
En la caracterización de la actividad GTPásica del SNC de ratón y en
el estudio comparativo en estructuras del SNC de ratones controles y
tolerantes se añadió la suspensión de membranas al medio de incubación
precalentado a 3700 y la mezcla se dejó en incubación a esa temperatura
durante 10 mm (Cassel y Selinger, 1976; ¡CosIcí y col., 1982; Ott y col.,
1989; Selley y Bidlack, 1992). La actividad GTPásica de baja afinidad se
determinó en presencia de GTE> 1 mM. La actividad total se obtuvo en
presencia de 30 nM de sustrato.
Protocolo de preincubacida en frío
En las condiciones experimentales descritas se ensayaron los efectos
de los agonistas opioides morfina, DAGO y DADLE sobre la actividad
GTPásica de baja Km en el PAG de ratón. Para conseguir efectos
estimulatorios en torno al 25% sobre la actividad GTPásica basal (55-60
pmoles/mg/min), por otra parte bastante limitados, se necesitaron
concentraciones micromolares de los agonistas a fin de producir una alta
ocupación del receptor opioide. El péptido endógeno 13-end se presentó
incluso más débil en este efecto (únicamente un 10% de incremento con
respecto a los valores basales). Las concentraciones de los opioides
empleadas así como los efectos que éstas provocaron coinciden con las
descritas en la bibliografía (Barchfeld y Hedzihradsky, 1984; Clark y col.,
1986; FedynyshynyLee, 1989; FraniklinyHoss, 1984).
Se intentó mejorar el rendimiento de la reacción aumentando el tiempo
de incubación a 370. Dado que estas enzimas son termosensibles, la
hidrólisis de GTE> cesa prácticamente luego de 20-25 min de incubación. En
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esas condiciones experimentales la respuesta de las membranas a una
concentración micromolar de DADLE (10 pM) mejoró con respecto a la
obtenida en el protocolo anterior (alrededor del 40% sobre la actividad basal)
pero únicamente cuando la concentraciones de sustrato presentes en el
ensayo eran muy altas (3-10 pM de GTE>) (ver apartado 3.3. de resultados).
Con objeto de obtener activación de la actividad GTPásica de alta
afinidad a concentraciones selectivas de los diferentes subtipos del receptor
opioide, en el rango nanomolar, se exploró el resultado de equilibrar los
agonistas con el tejido antes de iniciar la reacción enzimática. Para evitar el
deterioro enzimático que se produce con la temperatura se realizaron
incubaciones en frío (a 400) a distintos tiempos, desde lh hasta 3h. A partir
de 2h de preincubación concentraciones en el rango nanomolar, modificaron
la respuesta de la actividad GTPásica del PAG de ratón, por lo que ese fue
el periodo seleccionado en nuestros experimentos. En este sentido, un
trabajo previo de nuestro grupo ha demostrado que a 3.os 90 min de
incubación a 400 se alcanza el equilibrio de unión de los opioides con el
receptor p del SNC del ratón (Garzón y Sánchez-Blázquez, 1987). A esa
temperatura la enzima no se deteriora y el. ligando (a concentraciones
nanomolares) tiene tiempo de equilibrarse con sus receptores más específicos
por lo que ahora es posible que esas concentraciones induzcan laestimulación
de la actividad GTPásica.
Por tanto, en los experimentos en los que se ensayó el efecto de una
sustancia (agonista, antagonista o mastoparán) sobre la actividad GTPásica
de alta afinidad, serealizó una preincubación con las membranas en Tris-HOl
lOmH, ECTA 0.5mM (pH 7.4) durante 2h a 400 con el objeto de equilibrar
estas sustancias con sus receptores o proteínas diana. A continuación esta
suspensión de membranas (20 pl) se llevó al medio de incubación (80pl)
previamente precalentado a 3700 y que contenía todos los componentes
necesarios para la reacción a excepción lógicamente de la sustancia a ensayar
y las membranas. La concentración de proteínas y sustancias en la
suspensión era la apropiada para obtener la concentración final deseada en
la incubación (100pl). La reacción se realizó durante 20 ruin a 3700.
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Protocolas de trabajo con antisueros
1. Tratamientos 9n viÚo’
En la mayoría de los experimentos, se siguió el protocolo descrito en
la literatura. Este método consta de dos pasos: fl una preincubación del
medio de incubación junto con las membranas, los antisueros y el GTE>, en un
volumen final de 80p1 durante lb a 370C; y Ji) una incubación de 20 mm a
3700 de la mezcla anterior a la que se le añaden el [t-32P]GTP y la sustancia
a estudiar (en un volumen de 20p1); el volumen final de la reacción es de
lOOpl (McClue y col., 1992; McKenzie y col., 1988; McKenzie y Miliigan,
1990). A este protocolo pasamos a denominarlo Protocolo 1.
Este protocolo hubo de ser modificado, concretamente al estudiar la
contribución de la subunidad G,..a del PAG a la actividad GTPásica sensible
a opioides - Se comenzó incubando las membranas con el antisuero en una
concentración salina y en presencia de ESA, durante 3h a temperatura
ambiente. En esas condiciones los agonistas opioides produjeron una pobre
estimulación GTPásica y, por tanto, la posible inhibición del proceso por el
antisuero no pudo determinarse. Subsecuentemente, se sustituyó el primer
paso del protocolo que denominamos protocolo 1 (1h a 370 C) por una
preincubación en frío (400) a distintos tiempos, desde 2h hasta 12h. Sin
embargo, no se observó regulación de la actividad enziniática por los
agonistas opioldes y obviamente fue imposible determinar su modulación. Se
puede concluir, por tanto, que una preincubación de las proteínas en
presencia de GTE> a baja temperatura no favorece ni el proceso de
estimulación por los agonistas ni el acceso de los antisueros a las subunidades
a de las proteínas G.
En presencia de una concentración alta de GTE> (en el rango
miaomolar) aunque la actividad GTPásica es prácticamente inexistente, sin
embargoes posible que los receptores opioides se desacoplen de las proteínas
O y pasen a un estado de baja afinidad para el agonista lo que resulta en una
pobre unión del ligando por su receptor. En presencia de GTE> y a 3700, las
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proteinas G se disocian, aumenta la actividad GTE>ásica, y el antisuero tiene
más posibilidades de reconocer las subunidades Ga. Como no todas las
proteínas G presentan la misma afinidad (Km) por el GTE>, aquellas que
requieran mayor cantidad de GTE>, como la G,.,a (Casey y col., 1990), no
podrán manifestarse si se emplea el protocolo 1, a menos que se empleen
concentraciones más altas del nucleótido. Hay que considerar que la
concentración de GTE> disminuirá rápidamente a 37C al carecer la mezcla de
incubación del sistema regenerador de GTE>. Por ello, en experimentos
dirigidos a estudiar la modulación de la actividad GTPásica de la subunidad
G,,.a, se utilizó un protocolo muy parecido al 1, pero en el primer paso se
sustituyó el GTE> por la sustancia a estudiar lo que facilita una elevada
ocupación del receptor por el agonista en el ensayo. El GTE>, por tanto,
acompaña a las proteinas sólo en la última parte del experimento, durante la
incubación de 20 mm a 3700 y su concentración durante el ensayo de
actividad GTPásica será suficiente como para que todas las subunidades a de
las proteínas G puedan manifestarse. A este protocolo le denominamos
Protocolo 2.
2. Tratamientos 9n vivo”
Se emplearon ratones ligeramente anestesiados con éter a los que se
administró por vía intracerebroventricular 4 pl de antísueros purificados
anti-G12a y anti-G.,,a a una dilución equivalente de 1:1000. Los animales
fueron sacrificados a las 24h de la inyección, se aislaron los PAG y se
prepararon las fracciones P3 que se utilizaron para la determinación de la
actividad GTPásica. El protocolo que se siguió para ello fue el de
preuncubación en frío, seguido de una incubación de 20 miii a 3700 El
componente de baja afinidad (definido en presencia de GTE> 1 mM) se sustrajo
de la hidrólisis detectada con una concentración de GTP de 3 pH.
2.5. Determtnacl6n de vroteínas
Se siguió una modificación del método original Folin-Phenol descrito
por Lowry y col (1951). Dicho método se basa en la formación de un complejo
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cobre-proteína en un medio alcalino que reduce al reactivo fosfomolibdico-
fosfotungsténico (reactivo de Folin) formando un compuesto coloreado que
se mide fotométricamente.
Para la realización de este ensayo, se necesita una curva patrón de
proteína (desdeS hasta 100 pg de proteína/tubo) que se prepara a partir de
una solución de ESA de concentración 0.5 mg/ml. Se toma un volumen de 1
ml del homogeneizado problema y de las soluciones conocidas de ESA, se les
añade 100 pl de desoxicolato sódico 0.15% (para favorecer la extracción de las
proteínas), se esperan 10 mm y luego se añaden 100 pl de ácido
tricloroacético 72 % (para precipitar las proteínas). A continuación se
centrifugan las muestras a llOOOxg durante 10 miii al cabo de los cuales se
elimina el sobrenadante. A continuación, se resuspenden los precipitados en
200 pl de NaOH 0.8N, 200 pl de CTC (un reactivo compuesto por tartrato
sódico 0.2%, sulfatocúprico 0.1% ycarbonatosódico 10%) y 400 pl de SDS 5%.
Se agitan y se esperan 10 niin. Luego se añaden 400 pl de reactivo de Folun
0.5 N y se mide la absorci6n de cada muestra a 750 nm en un
espectrofotómetro (Pharmacia LKB, Novaspec II) una vez transcurridos 45
mm. Con los datos obtenidos se construye una curva de calibrado sobre la
que se determina lacantidad de proteína contenida en las muestras problema.
Esta modificación del método de Lowry descrita por Peterson (1983),
permite una valoración de proteínas (solubles y de membrana) muy fiable,
incluso en soluciones muy diluidas. Con la precipitación se consigue además,
concentrar la proteína y eliminar la mayoría de sustancias que interfieren en
la formación del complejo coloreado.
2.6. Análisis estadlstia
,
Las diferencias significativas se determinaron por análisis de varianza
seguido del test de Newman—Keuis. El nivel de significación empleado fue
p<0.05 - Se empleó el programa estadistico “E>harmacologíc Calculation
System” (Tallarida y Murray, 1981).
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IR~StyLamflflOS
1. Evolución temocral de la tolerancia y denendencla a la adminisfraclón
crónica de morfina
L.a administración crónica de morfina se realizó, según se detalla en el
apartado 2.1.1. de Materiales y Métodos, mediante la administración
subcutánea de una suspensión de morfina en el ratón y, por la implantación
subcutánea de minibombas osmóticas conteniendo una solución de morfina en
la rata.
El desarrollo de la tolerancia se siguió a distintos tiempos tras la
implantación de la morfina a través de las cambias sufridos en la actividad
analgésica del optoide en el test del “tail-f]ic}c” can estimulo térmico
nociceptivo. Los resultados están representados en la Figura 14. La
actividad antinociceptiva seexpresa comola media±E- S . M. del porcentaje del
máximo efecto posible (MEP); % MEP= 100 * (latencia del test - latencia
basal)/(1O-latencia basal) - El grado de analgesia inducido por la morfina en
el ratón durante las 2h siguientes a su administración fue el máximo
detectable en este test; en la rata debido a la lenta liberación de la morfina
por las minibombas se necesitaron 6h para alcanzar el máximo grado de
analgesia. La respuesta alcanzó durante estos intervalos el tiempo máximo de
arte establecido (10 segundos). El grado de analgesia fue disminuyendo
paulativamente (tolerancia) hasta alcanzar, 48h después de la administración
de morfina, valores semejantes a la respuesta observada en el grupo de
animales placebo.
En animales tolerantes la interrupción de la administración del opioide
da lugar a la expresión de la dependencia fisica, que se manifiesta con una
serie de signos caracteristicos que constituyen lo que se denomina “sindrome
de abstinenciatt. Entre ellos, el más estudiado por su incidencia y fácil
cuantificación objetiva es la ejecución repetitiva de saltos. Por tanto, el
grado de dependencia a la morfina de los animales se determiné valorando la
aparición e intensidad de este signo. Para determinar el desarrollo de
dependencia a morfina se preparó un grupo de animales tolerantes distinto
al que se utilizó para realizar las determinaciones bioquímicas. A estos
90
animales se los administré el antagonista opioide nalaxona (5 mg/Kg. en el
ratón y 1 mg/Kg en la rata, i.p.) 3 días después de la implantación de la
morfina y se procedió a evaluar la conducta saltatoria de los animales.
Después de la administración de la naloxona, los animales se introdujeron en
una caja de metacrilato transparente registrándose el porcentaje de animales
que presentaba la conducta saltatoria, así como la intensidad de dicha
conducta durante los 10 mm siguientes. En la Tabla 3 se presentan los
resultados obtenidos al precipitar el síndrome de abstinencia en el ratón y en
la rata. En los grupos de animales tratados con placebo y en los tolerante-
dependientes a la morfina se indican la presencia del signo e intensidad de
la conducta saltatona.
La mortalidad inducida en el ratón por el tratamiento crónico con la
suspensión de morfina fue muy baja. La intensidad del síndrome de
abstinencia que se obtuvo tras la administración de naloxona, reveló la
aparición de niveles altos de dependencia (ver Tabla 3). Esto confirma la
validez del método para el estudio de la tolerancia-dependencia a la morfina.
Es una metodología sencilla y reproducible que garantiza la presencia de
elevados niveles de morfina en plasma y tejido cerebral, (Maggiolo y
Huidobro, 1961; Yoburn y col., 1985). Con la utilización de minibambas de
liberación lenta, se desarrolla un grado de tolerancia-dependencia en la rata
comparable al obtenido con otros métodos de administración crónica
(implantación de los comprimidos tradicionales o administración de suspensión
de morfina) (Adams y Holtzman, 1990).
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FIGURA 14. Curso temporal del desarrollo de la tolerancia al efecto analgésico de la morfina en el ratón
(A) y en la rata (B). Todos los animales fueron implantados con ¡orlina s.c., a las Ob. La analgesia
se evaluó en el test del tail—flick’, a distintos tiempos tras la implantación; los valores se expresan
como la media±E.S.M. del % del máximo efecto posible <% MEP)~ de grupos de 10 animales cada uno.
¡Diferencias significativas respecto a los animales controles. Análisis de varianza seguido del test
de New¡an-Keuls, p<0.05.
TABLA 3
EXPRESION DEL SíNDROME DE
ABSTINENCIA EN EL RATON.
Tratamiento 1 animales N~ saltos
Placebo Mx ~ n.d.
Morfina Salino ~-- n.d.
Morfina Ni 95 30±2
EXPRES[ON DEL SíNDROME DE
ABSTINENCIA EN LA RATA.
Tratamiento ~animales N~ saltos
Placebo Nr n.d.
Morfina Salino n.d.
Morfina Nr 90 13±4
n.d no detectable
Expresión del síndrome de abstinencia en el ratón yen la rata, 72h después de la implantación de la
morfina se precipitó el síndrome de abstinencia con naloxona (Nr), i.p. 5 mg/Kg en el ratón y 1 mg/Kg
en la rata. Se representa el porcentaje de animales que presentó la conducta saltatoria así como el
número de reces que se produce, en grupos de 20 animales. La respuesta se eralud durante Los 10 minutos
siguientes a la administración de la Ni.
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2. Contenido de B-endorflna <1-311 y de N-acettl-B-endorflna <1-31) en
estructuras del SNC e hfrtfisfa: Efecto de la tolerancia-dependencia
La tolerancia y la dependencia se consideran respuestas fisiológicas
adaptativas a la inhibición crónica de la función neural inducida por opioides
exógenos. En este apartado del trabajo se ha estudiado la influencia de la
tolerancia y dependencia a morfina sobre el sistema opiolde endógeno de la
rata y el ratón. Para ello se determinaron los niveles de los péptidos j3-
endorfina (1-31) (~-end) ydeN-aceUl-~--endorfina (1-31) (NAC) en cuatro
grupos experimentales que se denominaron: control, tolerante 24h, tolerante
72h (implantados con morfina durante 24h o 72h) y abstinente (implantados
con morfina durante 72h y sacrificados 24h después de la retirada de las
minibombas o del agotamiento de las suspensiones oleosas (72h) ) -
2.1. Rata
Los niveles más elevados de (3-end se encontraron en la hipófisis,
seguida en orden decreciente por, tálamo, septum, estriado, hipotálamo,
sustancia gris periacueductal (PAG), bulbo y resto de mesencéfalo - La NAC
también presentó los mayores niveles en la hipófisis y fueron seguidos por
los de tálamo, hipotálamo, PAG, septum, bulbo, estilado y resto de
mesencéfalo.
Los efectos sobre los niveles de ambos péptidos de la administración
crónica de morfina y de la abstinencia al opioide se muestran en la Figura 15.
La morfina crónica disminuyó significativamente el contenido de W-end y NAC
en todas las estructuras estudiadas a excepción del septum donde los niveles
de NAC no se alteraron. Al intervalo estudiado, tras la retirada del opiolde
no se observó reversión de los efectos de la morfina. En general se
detectaron disminuciones en el contenido, aunque en algunas regiones
también pudieron observarse cambios en la relación 13—end/NAC. En este
sentido, en el septum y en el estriado, regiones que están implicadas en la
expresión de la dependencia física <Sweep y col., 1989), se observó una
proporción 4 veces menor a la del grupo control, proporción que se recuperó
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en animales abstinentes.
En la Figura 17 se representan los datos referentes a la hipófisis, en
el lóbulo anterior de animales tolerantes, se observaron incrementos de los
dos péptidos de carácter significativo aunque a distintos intervalos tras la
implantación de la morfina (24h para 13-end y 72h para NAC). Tras la
desaparición de la morfina se reestablecieron los valores de animales
controles para la NAC pero no para la ~-end. En el lóbulo neurointermedio,
sin embargo, la presencia de morfina no alteró el contenido de 13-end pero
disminuyó significativamente el de NAC. En animales abstinentes, los niveles
de ambos péptidos se vieron incrementados con respecto al grupo control.
2.2. Ratón
En el cerebro de ratón, respecto al contenido de 13-end, las
estructuras se ordenaron de mayor a menor: hipófisis, PAG, tálamo, bulbo,
hipotálamo, septum, estriado y resto de mesencéfalo. Para la NAC el orden
fue: hipófisis, tálamo, hipotálamo, septum, bulbo, PAG, estriado y resto de
mesencéfalo. Distribución muy parecida a la observada en el cerebro de la
rata.
Los efectos sobre los niveles de ambos péptidos de la morfina crónica
y de la abstinencia se muestran en la Figura 16. En hipotálamo y resto del
mesencéfalo se produjo un incremento significativo en los niveles de los dos
péptidos a las 24h de la implantación. Este efecto también se observó para
NAC en el estriado, estructura en la que elcontenido de 13-end no se modificó
a lo largo de la tolerancia. En ei bulbo, la presencia crónica de morfina
disminuyó la cantidad de ambas péptidos (siguiendo un patrón muy parecido
al encontrado en la rata) mientras que en el septum sucedió lo contrario. En
el PAG, sin embargo, los niveles de [3-end aumentaron y los de NAC
disminuyeron. En el tálamo, sólo se observaron cambios en el contenido de
13—end.
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La abstinencia no modificó el efecto ejercido por la morfina crónica en
hipotálamo, bulbo y tálamo. En PAG, el contenido de (3-end recuperé los
valores del grupo control, pero los de NAC continuaron elevados. En el resto
del mesencéfalo y el estriado, la retirada del optoide incrementó
significativamente los niveles de los dos péptidos, aunque el aumento de NAC
fue mayor. En el septum se produjo una disminución de frend y NAC, en el
caso de éste último péptido se recuperan los niveles de animales control.
En la Figura 17 se presentan los datos de la hipófisis. Tanto la
administración crónica de morfina como la abstinencia incrementaron los
niveles de [3-end pero no modificaron los de NAC, salvo en los animales
sacrificados 24h tras la implantación en los que se detectó una acusada
disminución en el contenido de éste péptido.
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de al menos 6 determinaciones. * Diferencias significativas respecto a los animales control. Análisis
de varianza seguido del test de Newman-Keuls, p<O.05.
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3. Actividad GTPAsIca de alta afinidad
3.1. Caracterizadón de la actividad GTPásfca del 31W de ratón
3.1.1. Evolución en el tiempo de Incubación
Como se observa en la Figura 18. la aparición de “Pi se relaciona
linealmente con el tiempo hasta aproximadamente los 20 minutos de incubación
a 37C - Para los experimentos descritos en este trabajo se eligieron 10/20 mm
como tiempos de incubación. La hidrólisis debida a la actividad OTEásica de
alta Km se determinó en fracciones E2 de cerebro total de ratón en presencia
de 1 mM de GTE y se sustrajo de la determinada en presencia de 30 nM de
GTE.
3.1-2. Influencia de la cantidad de vrotelna
La hidrólisis de [r-
32E]GTP debida a la actividad GTPásica de alta Km
se determinó en fracciones E
2 y E3 con y sin sacarosa de cerebro total de
ratón en presencia de 1 mM de GTE y se sustrajo de la determinada en
presencia de 30 nM de GTE. Como se observa en la Figura ig, la relación
entre la cantidad de proteina en el ensayo y la hidrólisis de GTE durante 10
mm a 37C depende de la preparación de membrana utilizada. La linealidad
se mantiene en todos los casos cuando la cantidad de proteína empleada es
menor o igual a 5 pg. Sin embargo, en la Figura 19 también se aprecia que a
igualdad de cantidad de proteína se produce una mayor hidrólisis si se
utilizan fracciones preparadas con sacarosa -
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FIGURA 18. Actividad GTI’ásica de baja Km. Influencia del período de incubación. En ordenadas se
representa el t[¡—32PiJGTP hidrolizado y en abcisas el tiempo de incubación en minutos. Fracciones P2
con sacarosa de cerebro total de ratón <3 pg de proteína) se incubaron a distintos tiempos a 3PC.
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3.1.3. Curvas de diluctón del rr-32P1GTP
Se realizaron curvas de dilución de GTE sin marcar en fracciones E
2
y E3 con y sin sacarosa de cerebro total de ratón. Como se observa en la
Figura 20, la hidrólisis de [t—”EIGTP se redujo en presencia de GTE frío
incluso a concentraciones muy bajas (nótese que la escala del eje de
ordenadas para la preparación E3sin es diferente) - Esto indica que la
actividad GTPásica (GTPasa) de baja Km es la principal responsable de la
hidrólisis de OTE en las distintas preparaciones de membrana de cerebro
total de ratón - En este sentido, trabajos previos muestran que la actividad
GTEásica está formada por dos componentes, uno de alta afinidad (saturable
con concentraciones nanomoiares de GTE) y uno de baja afinidad que aumenta
linealmente en relación directa al aumento de laconcentración de GTE (Casael
ySelinger, 1976).
El diagrama de Lineweaver-Burk dela actividad GTPásica es curvilineo
indicando que al menos dos enzimas con afinidades distintas por el sustrato,
e.IGTE, participanensuhidrólisis (Aktoriesyjakobs, 1981). Portanto, la
hidrólisis de [z-
32E]GTE en membranas de cerebro de ratón se debe a la
actuaci6n de al menos dos componentes, uno de alta y otro de baja afinidad -
La liberación de “PI por la GTPasa de alta afinidad es saturable y puede
estimarse en 60-80% de la hidrólisis total.
Con estos resultados seconstruyeron diagramas de Lineweaver-Burk,
que se muestran en la Figura 21, para el componente GTEásico de alta
afinidad en cada una de las preparaciones de cerebro total de ratón
estudiadas: P,sin • E
2con, P3sin y E3con - A partir de ellos se calcularon las
Rius aparentes (como seindicó en el apanado 2.4.3. de Materiales y Métodos)
y que a continuación se detallan. Entre paréntesis aparecen los limites del
intervalo de confianza al 95%.
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P2sin Km= 0.367 (0fl31—0406)
P2con Km= 0.183 (0A52—0.214)
P,sin Km= 0538 (0.497—0.558)
P,con Km= 0.121 (0.088—0J54)
La actividad GTPásica de las fracciones E2 está asociada a las proteína
O de la membrana plasmática, mientras que la observable en las fracciones E3
es consecuencia de las proteínas O asociadas a los microsomas por ello,
independientemente de sus características cinéticas, no es regulada por
receptores (Ott y col., 1989). Esta es la razón por la que en este trabajo se
hayan empleado fracciones de membrana Ez, y dado que aquellas preparadas
con sacarosa presentaron una mayor afinidad por el GTE, siempre se
obtuvieron en presencia del azúcar.
La hidrólisis debida a la actividad OTEásica de alta Km se determinó en
presencia de 1 mM de GTE y se sustrajo de la determinada en presencia de las
distintas concentraciones de GTE. La reacción se llevó a cabo durante 10 mm
a 37
0C (condiciones experimentales definidas como protocolo inicial en el
apartado 2.4.4. de Materiales y Métodos).
3 • 2. Estudio de la admInIstración aónica de morfina sobre la actividad
GTFáslca de diferentes áreas del SNC del ratón
La hidrólisis debida a la actividad GTPásica de alta Km en todos los
experimentos que se detallan a continuación se determinó en fracciones E
2
con sacarosa preparadas a partir de distintas áreas del SNC de ratón. La
concentración final de GTE en el medio de incubación fue de 30 nM. La
OTEasa de alta Km se definió tras restar la hidrólisis observada en presencia
de 1 mM de GTE. Se realizó una incubación de 10 mm a 37
0C (definida como
protocolo inicial en el apartado 2.4.4. de Materiales y Métodos) -
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3..2A. Distribudón de la actividad GTPásIca de alta afinidad en el SNC del
ratón
La actividad OTEásica de baja Km presentó una distribución diferencial
en las distintas zonas del SNC de ratón (Tabla 4). El hipotálamo, el resto del
mesencéfalo (menos la sustancia gris periacueductal) y el estriado exhibieron
una actividad OTEásica de baja Km significativamente mayor que la
presentada por el bulbo. Los valores basales oscilaron entre los 6
pmoles/mg/min del bulbo y los 12 pmoles/mg/min del resto del mesencéfalo
(resto) -
La distribución de la GTEasa de baja Km sensible a la morfina tampoco
es uniforme. Después de 3 días de exposición crónica a la morfina, el bulbo,
la sustancia gris periacueductal (FAO), el resto y el hipotálamo presentaron
una actividad OTPásica significativamente menor a la del estriado o tálamo.
Laactividad especifica de la OTPasa de alta afinidad mostró diferencia
significativas entre el grupo control y el tolerante-dependiente de distinto
signo, así, en el tálamo de animales crónicamente implantados con morfina la
hidrólisis de GTE aumenta mientras que en el EAG lo que se observa es una
disminución. Existe una tendencia a la reducción de esta actividad enzimática
en el resto y en la médula espinal de animales tolerante-dependientes. Por el
contrario, este tratamiento no produjo ningún cambio en corteza, hipotálamo,
estriado y bulbo <Tabla 4). Estas diferencias se encuentran ilustradas en la
Figura 22.
104
TABLA 4. EFECTO DE LA ADMINISTRACION CRONICA DE MORFINA SOBRE LA
ACTIVIDAD GTPásica DE ALTA AFINIDAD EN DISTINTAS ESTRUCTURAS DEL SNC DE
RATON.
IIIDROLISIS DE GTP
(pmoles/mg/min)
ESTRIJCTIJRAS CONTROLES TOLERANTES
Corteza 10,2 ±0.9 10.3 ±1.2
Tálamo 10.4 ±0.9 15.1 ±1.1*
Hipotálamo 9.6 ±0.8 10.5 ±1.1
Estriado 14.4 ±1.4 13.9 ±1.1
10.1 ±0.8 6.4 ±0.8*
Resto 11.4 ±0.8 9.2 ±0.6
Bulbo 6.03 ±0.4 6.9 ±0.7
Médula Espinal 9.9 ±1.1 7.2 ±0.7
Actividad Cipásica de alta afinidad en distintas estructuras del SNC de ratones tolerante-dependientes
a morfina y controles. La tolerancia-dependencia a morfina se indujo por la liberación sostenida del
alcaloide a partir de una suspensión de morfina conteniendo 75 mg de morfina base implantada
subcutáneamente. Los animales se sacrificaron al tercer día de la implantación. Los resultados están
expresados en picomoles de GV hidrolizados por miligramo de proteína y minute; cada valor representa
la media±ESMde al menos 6 determinaciones. * Diferencias significativas entre animales tolerante—
dependientes y controles. Análisis de varianza seguido del test de Newman—Keuls, p<0.05. <PAG=sustancia
gris periacueductal, Restozresto del mesencéfalo).
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t2..2 - Caracterlstlcas dnéticas de la actividad GTPásica da alta afinidad en
el SNC de ratón
Se realizaron diagramas de Lineweaver-Burk del componente OTEásico
de alta afinidad de las áreas neurales estudiadas en animales controles y en
animales tolerante-dependientes a morfina - Se calcularon las Kms aparentes
por análisis de regresión lineal, como se indicó en el apartado 2.4.3 - de
Materiales y Métodos - En controles los valores de las Kms oscilaron entre los
minimosdehipotálamo, restoycorteza(0J93pM,0.200pMyO2O8pM)ylos
máximos del estriado y médula espinal (0200 pM y 0.308 pM). Tras el
tratamiento con morfina crónica se produjeron cambios con respecto a la
situación control - Las Kms de estriado, FAO y médula espinal disminuyeron,
mientras que las de hipotálamo y resto aumentaron. Los resultados están
recogidos en la Tabla 5.
3.3. Efecto estimulador de los onicides sobre la actividad GTPASIca
Reynolds (1969) y Jacquet y Lajtha (1973) pusieron de manifiesto que
laestimulación eléctrica en núcleos de lasustancia gris periacueductal (FAO)
o la inyección i.c.v. de opioides produce analgesia supraespinal. Estos
autores sugirieron que los opioldes estimulan ciertas vías inhibitorias de la
transmisión nociceptiva en su camino hacia el tálamo y la corteza cerebral - El
FAO también juega un papel importante en los mecanismos adaptativos
relacionados con la tolerancia-dependencia a los opioides (Haz y col. ,1970) -
Se ha observado que i) la inyección de antagonistas opioides en el FAO de
ratas dependientes a morfina provoca la aparición de signos característicos
del síndrome de abstinencia (Koob y Bloom, 1988) y que; II) laadntinistracfón
de toxina pertúsica i - c• y. del ratón disminuye la analgesia provocada por
distintos opioides (Sánchez-Blázquez y Garzón, 1988) y atenúa los signos del
síndrome de abstinencia que aparecen tras administrar naloxona a animales
dependientes a morfina (Parolaro y coL, 1990). En el efecto antinoacept’.vo
de los oploides participan estructuras supraespinales y espinales (Takemori
y Eorthoqhese, 1993; Kiefel y ccl., 1993). La administración crónica de
morfina en estas localizaciones provoca la aparición de fenómenos de
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tolerancia circunscritos al nivel de administración, por ello, se ha sugerido
que los mecanismos implicados en la analgesia son independientes de los que
participan en la tolerancia espinal y supraespinal (Siuciak y Advokat, 1987;
Takahashi y col-, 1991).
El estudio de la actividad GTPAsi.ca de baja Km y su regulación por
opioides se estudió principalmente en dos áreas del SNC estrechamente
implicadas en los efectos analgésicos de estas sustancias, el PAG a nivel
supraespinal y la méduia espinal (ME) - También se utilizaron células hibridas
de neuroblastoma glioma NG 108-15 en las que se ha descrito una población
homogénea de receptores opioides tipo a. La actividad OTEásica de alta
afinidad en las células NO 108-15 fue caracterizada por primera vez en 1981
por lCoski y Klee, desde entonces, en la mayor parte de los trabajos en los
que se ha abordado el estudio de esta actividad enzimática en rejación con los
opioides se han empleado membranas procedentes de estas células (Xoski y
ccl., 1982; SelleyyBidiack, 1992; Vachonycol., 1986).
En los experimentos que se detallan a continuación se trabajó con
fracciones de membrana E~ preparadas con sacarosa y se utilizó el protocolo
de preincubación en frío (2h a 40C) seguido de una incubación de 20 mm a
370 ~ - Se utilizaron estas fracciones porque, como ya se ha seftalado con
anterioridad, en las fracciones PS. al carecer de receptores para
nenrotransmisores, no es posible observar estimulación por agonistas (Ott
y col., 1989). En estas condiciones experimentales, la actividad basal de la
OTEasa de alta afinidad (calculada como la diferencia entre la hidrólisis de
GTE determinada en presencia de 3 pM de GTE y la determinada con 1 mM de
GTE) osciló a lo largo del estudio entre 70 y 125 pmoles/mg/mnin en el FAO,
entre 50 y 90 pmoles/mg/min en la ME, y entre 60 y 90 pmoles/mg/min en las
células NO 108-15. Los valores basales de la actividad OTEásica de alta
afinidad en cerebro son mucho mayores que los observados en otros tejidos
(Aktozies y Jakobs, 1981; Cassel y Sellinger, 1976).
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TABLA 5. EFECTO DE LA ADMINISTRACION
CONSTANTE DE AFINIDAD DE LA ACTIVIDAD
DISTINTAS ESTRUCTURAS DEL SNC DE RATON.
CRONICA DE MORFINA SOBRE
GTPásica DE ALTA AFINIDAD
Km
[vmJ
ESTRUCTURAS CONTROLES TOLERANTES
Corteza 0.208 ±0.014 0.234 ±0,016
Tálamo 0.220 ±0.015 0.188 ±0.013
Hipotálamo 0.193 ±0.013 0.357 ±0.024*
Estriado 0.308 ±0.020 0.193 ±0.013*
?AG 0.271 ±0.018 0.192 ±0.013*
Resto 0.195 ±0.013 0.281 ±0.020’
Bulbo 0.239 ±0.016 0.236 ±0.011
Cerebelo 0.205 ±0.015 0.252 ±0.016
Médula espinal 0,299 ±0.020 0.201 ±0.014*
Constantes de afinidad (1(m) de la actividad GTPásica de alta afinidad en distintas estructuras del SMC
de ratones toletante-dependientes a morfina y controles. La tolerancia—dependencia a morfina se indujo
por el procedimiento descrito en la Tabla 4 y en el capitulo de Materiales y Métodos. Los animales se
sacrificaron al tercer día de la implantación. Los resultados están expresados en concentración
¡icromolar de GTP; cada valor representa la media±ESMde al menos 3 determinaciones, cada una de ellas
de al menos 6 puntos. * Diferencias significativas entre animales tolerante—dependientes y controles.
Análisis de varianza seguido del test de Nevman-Keuls, p<0.O5. (PAGtsustancia gris periacueductal,
Resto:resto del ¡esencéfalo).
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En la Figura 23 se fl.ustra la estimulación de la actividad OTEásica del
PAG de ratón por el agonista opioide DADLE ((D-Ala2, D-Leu’ 1 -encefalina)
1 pM utilizando los protocolos inicial y de preincubación en frío. En ambas
situaciones el agonista aumentó la hidrólisis de GTE observándose los
incrementos mayores con el protocolo de preincubación en frío. En este caso
los aumentos se empiezan a producir con concentraciones de sustrato más
bajas -
En la Tabla 6 se muestra la necesidad de la presencia de Nací en el
medio de incubación para que pueda observarse el efecto regulador de los
agonistas sobre la actividad enzimática que nos ocupa. En la tabla puede
apreciarse que en ausencia del ión sodio aunque la actividad GTEásica basal
es elevada, sin embargo, los receptores y las proteínas O carecen de un
acoplamiento eficaz (Koski y col., 1982).
TABLA 6. EFECTO DE LOS AGONISTAS OPIOIDES SOBRE LA ACTIVIDAD GTPásica DE
ALTA AFINIDAD. INFLUENCIA DEL SODIO.
Actividad GTpásica (pmol/mg/¡in>
NaCí [mli]Basal DADLE 1 ph ~—end1 ph
0 109±6 110±9 112±8
100 70±4 127±6’ 116±8*
La actividad GTflsica basal de alta afinidad
del PAG de ratón se determina durante 20 mm a
37C. Previamente las membranas han sido
preincubadas durante 2h a CC con los
agonistas arriba indicados. Los resultados
están expresados en picomoles de GV
hidrolizados por mg de proteína y minuto; cada
valor representa la media±ESfl de al menos 6
determinaciones. * Diferencias significativas
con respecto a los valores basales. Análisis
de varianza seguido del test de Newman-Kenls,
p<0.05.
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El efecto de la naloxona (antagonista opioide no selectivo) y el Id
174864 CC N, N-dialil-Tyr- (ácido a-amtnoisobutirico )2—Ehe-Leu-OHI
antagonista selectivo para los receptores opioides 8) sobre la GTEasa de baja
Km del PAG de ratón se encuentran representados en la Figura 24. Sólo la
nalaxona a concentraciones en el rango micromolarmuy alto (100 pM) provocó
un incremento de un 20% sobre la actividad basal. El IdI 174864 produjo un
incremento aunque moderado, pero concentración—dependiente de la
actividad GTEásica del tejido. A la vista de estas curvas se eligieron 10 pM
y 1 pM como concentraciones de trabajo para la naloxona y el Id 174864,
respectivamente - Estas concentraciones apenas elevaran en un 10% la
actividad enzimática y resultaron ser efectivas en el antagonismo del efecto
estimulador de los agonistas -
En la Figura 25 se muestran las curvas concentraciones-efecto para la
estimulación de la hidrólisis de GTE del PAG del ratón por los opioides DAGO
((ID-Ala2 ,N—MeEhe’ ,Gly-ol’]-encefallna), morfina, 3-endorfina (1—31) (p-
end), N—acetil-13-endorfina (1-31) (NAC) y DADLE ([D-Ala2,D-Leu5]-
encefalina). Se muestra el efecto que los antagonistas opioides naloxona e IdI
174864 ejercen sobre dicha estimulación. DAGa, morfina y DADLE se
ensayaron en el rango de concentraciones 1 nM-10 pM y los péptidos
endógenos ~-end y NAC en el rango 1 nM-1 pH - A dosis micromolares la
morfina produjo la estimulación más elevada, seguida de DADLE, DAGO y 13-
end. En estas condiciones experimentales, la NAC no afectó la actividad
GTEásica de baja Km, lo que en principio resulta lógico si se tiene en cuenta
que no se une a los receptores opioides (Smyth y col-, 1979).
Los efectos sobre la GTPasa del DAGO (ligando selectiva de los
receptores p) y de la morfina (agonista preferencial de los receptores p)
fueron antagonizados por la naloxona pero no por el IdI 174864. Las
activaciones de de la GTEasa producidas por el DADLE (agonista 8/ji) y la
13-end (opioide endógeno p/6) se antagonizaron por naloxona e IdI 174864.
Con respecto a la NAC, su combinación con los antagonistas resultó en una
activación de la GTPasa, especia]mente con la naloxona combinándolacon las
concentraciones más bajas del péptido.
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FIGUl 23. Comparación de dos protocolos experimentales en la estimulación por el agonista DADIE 1 ph
de la actividad GTPásica de baja Km del flG de ratón determinada tras 20 ¡Un de incubación a 37C.
Preincubación: las membranas se preincubaron durante 2h a CC con DADLE 1 ph. * Diferencias
significativas con respecto a los valores basales. Análisis de varianza seguido del test de Nevian-
Kenls, p<O.OS.
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FIGURA 24. Efecto de los antagonistas opioides naloxona e ¡Cl 174864 sobre la actividad
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FIGURA 25. Estimulación por los agonistas opioides de la actividad GTPásica de baja Km del PAG de ratón.
Los datos están expresados en porcentaje de aumento con respecto a la actividad basal <estimada en 95±9
pioles de GV hidrolizados/mg/mini. Cada valor representa la media±ESMde al menos 6 determinaciones.
* Diferencias significativas con respecto a los valores basales. Análisis de varianza seguido del test
de Newman-Kenls, p<O.05.
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En la Figura 26 se muestran las curvas concentraciones-respuesta para
la estimulación de la hidrólisis de GTE del EAG del ratón por los agonistas
oploides selectivos del receptor 8, DEDEE ([D—Pen2~’]-encefallna) y [D-
Ala2]-Deltorfina U. Asi mismo se representa el efecto que los antagonistas
opioides naloxona e IdI 174864 a las concentraciones 10 pH y 1 pH
respectivamente, ejercen sobre dicha estimulación - Los péptidos se
ensayaron en el rango de concentraciones 1 nM-l pM - A concentraciones
micromolares, la [D-Alafl-Deltorfina II resultó ser más efectiva en estimular
la actividad OTEásica que el DEDEE - Sin embargo, en el rango nanomolar el
DEDDE fue más potente en incrementar la liberación de “Pi respecto a la [D-
A]a211-Deltorfina II. DEDEE y [D-Ala2]-Deltorfina II fueron más sensibles al
antagonismo por IdI 174864, aunque la naloxona también revertió su efecto
estiniulatorio -
Trabajos previos de nuestro grupo realizados “in vivo” hablan puesto
de manifiesto que la NAC regulaba los efectos antinociceptivos de diferentes
opioides, entre ellos 13-end, DAGO y morfina (Garzón y Sánchez-Blázquez,
1991; Sánchez-Blázquez y Garzón, l992a). Por ello, se procedió a explorar
el posible efecto de la NAd sobre la estimulación ejercida por los agonistas
opioides sobre la actividad GTEásica de baja Km en el PAG de ratón. Los
resultados de la combinación de la 13-end y de su derivado acetilado sobre la
actividad GTPásica de alta afinidad en el PAG de ratón se ilustran en la
Figura 27. Aunque la administración i - c - y. de NAd reduce el efecto
analgésico de la [3-end (Garzón y Sánchez-Blázquez, 1991), no se observó
antagonismo sobre la estimulación de la GTPasa producida por la 13-end. El
efecto estimulatorio de los agonistas DAGO (3. pH) y morfina (1 pH) sobre la
actividad GTEásica de alta afinidad del PAG de ratón tampoco se vió
modificado por la presencia de concentraciones crecientes de NAd <Figura
28) - Al estudiar concentraciones crecientes de 13-end en combinación con una
concentración fija (1 pM) de DAGO o de morfina se observó una sumación de
los efectos de los dos agonistas (ver Figura 28).
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FIGURA 26. Estimulación de la actividad GiPásica de baja Xi del PAG de ratón por los aqonistas opioides
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En la ]inea celular NG 108-15 los agonistas opioides DAGO, morfina,
DADLE, DEDPE y (ID-Ala2]-Deltorfina II presentaron unos perfiles de
estimulación de la GTPasa de alta afinidad que se ilustran en la Figura 2g.
Los agonistas se estudiaron desde el rango nanomolar hasta el micromolar -
Todos, incluidos el agonista ji-selectivo DAGO y la morfina, provocaron
morementos en la hidrólisis de GTE aunque la estimuiación máxima se
consiguió con DADLE y [D-Ala2J-Deltorfina fl. El DEDEE estimuló la
actividad enzimática desde concentraciones nanomolares, actividad que se va
maementando en relación directa con la concentración del péptido, aunque
nunca alcanza los valores de activación provocados por el DADLE o la (D-
Ala2] -Deltorfina II -
En la Figura 29 también se presenta el antagonismo ejercido por el IdI
174864 y por el antagonista selectivo de los receptores ji, CTO? (análogo de
la somatostatina y de secuencia dys2,Ty9 , rn,Een’ amida) sobre la
estimulación de la GTEasa promovida por los agonistas antes señalados. El
único de ellos que no fue sensible al IdI 174864 fue el DAGO - La naloxona
antagonizó el efecto estimulador de todos ellos -
3.3.1. ModIficación de la actividad GTPoástca senalbas a auloides var
antisueros cienerados frente a las submildades Gtzg.fl,,.a de las uroteinas
G
La caracterización de los antisueros empleados en los experimentos que
se detallan a continuación está recogida en el apartado 2.2.2. de Materiales
y Métodos - En general, se utilizó para los tratamientos “in vitro” uno de los
siguientes protocolos experimentales:
Protocolo 1. Preincubación de lh a 370d del medio de incubación con
las membranas, las IgGs purificadas por afinidad y el GTE; seguida de una
incubación de 20 mm a 3~d tras la adición a la mezcla anterior del [u-
32E]GTE y las sustancias a estudiar.
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fIGURA 29. Estimulación por agonistas opioides de la actividad Gipásica de baja Ka de células NG 108-15.
Cada valor representa la aedia±ESNde al menos 6 determinaciones. * Diferencias significativas con
respecto a los valores basales, definidos como una hidrólisis de GV de 63±7pmoles/mg/min. Análisis
de varianza seguido del test de Nevman—Kenls, p<0.05.
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Protocolo 2. Ereincubación de lh a 370d del medio de incubación con
las membranas, las IgGs purificadas por afinidad y las sustancias a estudiar;
seguida de una incubación de 20 mm a 370 d tras la adición a la mezcla
anterior del [r-32P]GTP y el GTE.
La preincubación de las membranas a 370d provoca un cierto deterioro
de la enzima. De hecho, en las membranas de PAG se observó una
disminución del 50% en la liberación de “N cuando se utilizaba el protocolo
1 y del 75% cuando se utilizaba el protocolo 2. La hidrólisis de GTE se
determinó, en la mayaria de los experimentos, en presencia de GTP 3jiM. Sin
embargo, en ocasiones se utilizaron concentraciones de GTE de 30 jiN. Como
ya se apuntó en el apartado 2.4.4. de Materiales y Métodos, el protocolo
inicial fue el protocolo 1. Los sueros preinmunes, también purificados por
afinidad, no modificaron la respuesta GTPásica de las membranas frente alas
sustancias ensayadas.
En primer lugar se estableció, en estas condiciones experimentales, la
estimulación inducida por distintos opioides (DAGO, morfina, 13-end, NAd,
DADLE, DEDEE y [D—Ala2]-Deltorfina II) sobre la actividad GTPásica de alta
afinidad del EAG de ratón. Se ensayaron concentraciones fijas de ligando (1
pM para los ligandos endógenos y 10 pM para los demás) frente a
concentraciones crecientes de GTE. A concentraciones altas de GTE (3-30
pM) los opioides produjeron la mayor activación sobre la GTEasa basal, sin
embargo, estas concentraciones de GTE (en especial, 30 jiM) producían una
elevada dilución del sustrato radiactivo, por ello se eligió 3 pM de GTE como
concentración de sustrato presente en el ensayo. Estos experimentos están
recogidos en las Figura 30.
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A continuación se evaluó el efecto de los antisueros anti-G12a y anti-
G,,,,a sobre la actividad GTEásica de alta afinidad del EAG sensible a opioides
siguiendo el protocolo 1 a una concentración de GTE 3 pH. El anti—G±2a
modificó la respuesta de la enzima frente al DAGO, morfina, p-end, DADLE,
DEDEE y [D-Ala
2]-DeltorflnaII (Figuras 31 y 32). Se vieron antagonizados,
por tanto, los efectos de agonistas tipo ji y de agonistas tipo 8. En estas
condiciones, 3 pH GTE, el antisuero anti-G,,,,a no logró modificar la
respuesta de la GTPasa a estos opioides (Figura 33).
Los requerimientos de sustrato para la subunidad G~,.cz son mayores
que para las G±ay las G
0a, de hecho, se ha descrito una velocidad de
intercambio de nucleótidos de guanina muy lenta para esta subunidad (Casey
y col., 1990). De acuerdo con esta premisa, se utiuizó una concentración
mayor de GTE (30 pH). En estas nuevas condiciones, en membranas de EAG
de ratón incubadas en presencia delantisuero anti-G~,,.a los agonistas DAGO,
morfina y 13—end vieron disminuido su efecto estimulador de la hidrólisis de
GTE (Figuras 31 y 32). En general, se puede observar que a mayor
selectividad por el receptor ji se corresponde un mayor deterioro causado por
el anti—G,,5a.
A continuación, los dos antisueros se ensayaron frente a la misma
concentración de GTE (3 pH) siguiendo el protocolo 2. Los resultados están
representados en la Figura 34 en la que se observa que tras prolongar el
tiempo de incubación, el anti-G,,,1a funciona a las mismas concentraciones de
sustrato que el anti-G<2a y modidica la respuesta del EAG de ratón
únicamente frente a los opioides DAGO y morfina. Por otra parte,el anti-G12a
se comporta igual que en el protocolo 1. Utilizando el protocolo 2 los
antisueros anti-G12a y anti-G,,,,a lograron modificar la respuesta GTPásica
del PAG de ratón para el DAGO y la morfina (10 jiM) incluso a
concentraciones menores de GTE 3 pH (Figura 35).
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FIGURA 31. Efecto de los antisueros anti—612a y anti—G~,.a <protocolo 1) sobre la estimulación provocada
por los agonistas opioides DAGO, morfina y ~-end<1-31) de la actividad GTpásica de baja Ka del 116 de
ratón. Las concentraciones de antisueros empleadas fueron <en pg/pq de proteína> de 0.82 y 0.11 para
el anti-G12a y anti-G~,.a, respectivamente. Cada valor representa la media±ESM de al menos 5
determinaciones. * Diferencias significativas con respecto a los valores basales, que presentaron una
actividad enzimática de 50±3y de 120±10pioles de GTP/mg/min para 3 pM y 30 pM de concentración de
sustrato, respectivamente. Análisis de varianza seguido del test de Newman-Keuls, p<0.05.
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En el apartado anterior, se describió la carencia de efecto de la NAd
sobre la actividad GTPásíca de baja Km en el PAG de ratón. Este resultado
se produjo al utilizar el protocolo diseñado para estudiar la estimuiación de
los agonistas (preincubación 2h—40 d), sin embargo, en las condiciones de
ensayo óptimas para evidenciar las acciones de los antisueros anti-Ga, se
detectó un efecto activador de la NAd sobre la hidrólisis de GTE, en torno
al 25-75% • dependiendo de laconcentración de sustrato presente en el ensayo
(Figura 36). Utilizando esta misma aproximación experimental, el efecto
potenciador de la naloxona sobre la NAd ya observado con el protocolo de
preincubación en frío, se ve favorecido - Estos resultados se resumen en la
Figura 36.
En la Figura 37 se muestra la actividad GTPásica de baja Km
determinada en membranas E
2 de PAG de ratones administrados por vía i - c - y.
con los anticuerpos purificados anti-G12a y anti—G.,.,a (dilución equivalente
1:1000) tal y como se describió en el apartado 2.4.4. de Materiales y
Métodos. Las curvas concentración-efecto realizadas muestran que en los
ratones que recibieron suero preinmune, los oploides morfina, DAGO y
DADLE produjeron una estimulación concentración-dependiente de la
actividad GTFásica de alta afinidad que, además era revertida por el
antagonista opioide naloxona (10 jiN). Sin embargo, en animales tratados con
los dos antisueros, la estimulación de la GTPasa sensible a opioides se
encontró claramente disminuida <Figura 37) -
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3.3.2. Modificaclán de la actividad GTPASICa sensible a oDicides cor
antisueros qenerados frente a los reosptores acioldes u y 8
Lacaracterización de los antisueros empleados en los experimentos que
se detallan a continuación está recogida en el apartado 2.2.2. de Materiales
y Métodos. Se utilizó en todos los experimentos el protocolo 1- Los sueros
preinmunes no modificaron la respuesta GTEásica de las membranas frente
a los agonistas empleados.
En la Figura 38 se muestra el efecto de cantidades crecientes de los
antisueros frente al receptor opioide ji (MU/T y MU/2EL) sobre la
estimulación de la actividad GTEásica de baja Km provocada por el DAGO y
la morfina en el PAG de ratón. Los dos antisueros reducen el efecto
estimulador de los agonistas, aunque el MU/T no es capaz de eliminar
completamente dicho efecto. La zona frente la que está dirigido este antisuero
es la zona amino terminal del receptor opioide ji, que puede presentar
diferentes grados de glicosilación lo que podría dificultar la unión del
antisuero a algunas isoformas. ElMU/2EL, sin embargo, está generado frente
a una secuencia del segundo bucle extracelular, por lo que las posibles
modificaciones post-translacionales del extremo amino terminal no le afectan -
Se eligieron 0-10 pg de antisuero por pg de proteina como relación de trabajo
para experimentos posteriores -
Los resultados referentes a los efectos de cantidades crecientes del
antísuerofrenteal receptor opioide6 (anti-ROS) sobre la estimulación de [D-
Ala2] -Deltortina II en PAG y ME de ratón se presentan en la Figura 39, se
observa que las dos curvas presentan un perfil muy parecido. Se eligió para
las dos estructuras una relación de antisuero de 0.15 pg por pg de proteína.
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La sensibilidad frente al antisuero (anti-ROÓ) de distintos agonistas
opioides ji-preferentes se estudió en membranas de EAG de ratón y los
resultados están representados en la Figura 40. La estimulación GTPásica
provocada por el DAGa, la morfina y la 13-end no fue sensible a este
antisuero aunque el efecto del DADLE se redujo ligeramente en su presencia,
sin embargo no se alcanzaron diferencias significativas. Sí que se alcanzó la
significación cuando se estudió la sensibilidad de la estimulación GTPásica
que agonistas tipo-ji (DAGO y morfina) provocaban en membranas de EAG y
ME frente a los antisueros MU/T y MU/2EL (Figura 41).
En la Figura 42 se muestran los resultados relativos al efecto del
antisuero anti-ROÓ sobre la estimulación provocada por el DEDEE y la [D-
Ala2]-Deltorfina II. El efecto de los agonistas selectivos para el receptor 8
sobre la actividad GTEásica de membranas de PAG, ME y células NG 108-15,
se redujo en membranas incubadas con este antisuero.
En las Figura 43 se representa el efecto de los antisueros MU/T y
MU/2EL frente a los agonistas 8, DEDEE y [D-Ala2]-Deltorfina II. Ambos
antisueros redujeron el efecto estimulatorio del DEDEE y la [D-AIa2]-
Deltorfina II. En la ME el MU/2EL fue menos efectivo que el MU/T en
disminuir la estimulación evocada por ambos agonistas sobre la GTEasa. En
el EAG y para la [D-Alafl-Deltorfina fl se observó el patrón contrario. De
estos resultados parece desprenderse que en la ME, el receptor ji se
encontraría menos glicosilado que en estructuras encefálicas puesto que el
antisuero MU/T, generado frente a una secuencia susceptible de sufrir una
glicosilación, es más eficaz en bloquear a su antígeno correspondiente -
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En base a estudios “in vivo” se ha sugerido la participación de de
distintos subtipos de receptores 8 en la analgesia supraespinal del ratón - El
DEDEE seria el agonista selectivo para el subtipo 6, y la [D-Ala’]-Deltorfina
II para el subtipo 6,. La analgesia supraespinal parece estar mediada
principalmente por el subtipo 8, y la espinal por el subtipo 8, (Takemori y
Eortoghese, 1993). El desarrollo de antagonistas preferenciales para cada
uno de los subtipos farmacológicos del receptor 8 ha favorecido el desarroilo
de esta hipótesis. El antagonista del subtipo 8, es el hidrocloruro de
benzilideno-naltrexona (BNTX) <Eortoghese y col., 1992) y del subtipo 8,
es el naltribén metanosulfonato (NTB) (Sofuoglu y coL, 1991). El BNTX y
el NTB (10 nM y 100 nM) se estudiaron a fin de determinar su efecto sobre
la estimulación de la actividad GTEásica provocada por el DEDEE y la [D-
A]a’]-Deltorfina lien el EAG y la ME de ratón así como en las células hibridas
NG 106—15. Los resultados de estos experimentos se encuentran recogidos en
las Figura 44.
La estructura nerviosa en la que se manifestó el efecto diferencial de
BNTX y NTB fue la ME en la que el BNTX afectó unicamente la estimulación
del DEDEE y el NTE a la de [D-Ala’]-Deltorfina Li. Por el contrario, en el
EAG los dos antagonistas modificaron la respuesta de la GTEasa tanto frente
al DEDEE como a la [D-Ala’)-Deltorfina II (ver Figura 44).
En las células NG 108-15, el efecto estimulador del DEDEE sólo resultó
afectado por el BNTX. Los dos antagonistas redujeron la respuesta de las
células a la [D-Ala’]-Deltorfina II, pero el el efecto reductor del NTB se
manifestó antes (Figura 45).
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FIGURA 44. Efecto del MU y del NIS, antagonistas selectivos de los receptores 6, y á
20respectivamente,
sobre la estimulación de la actividad GTPásica de baja Km provocada por los agonistas opioides DPDPE
y [D-AlaJ-Deltorfina11 en membranas de PAG y ME de ratón. La actividad GiPásica basal fue de 90±7y
80±6pioles/mg/mm en PÁG y ME, respectivamente. Cada valor representa la uedia±ESM de al menos 5
determinaciones. * Diferencias significativas con respecto a los valores obtenidos en presencia de los
aquistas. Análisis de varianza seguido del test de Nevman—Keuls, p<005.
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FIGURA 47. Efecto de los antisueros anti-ROp (MU/T) y antí-ROS en el protocolo 1 sobre la estimulación
de la actividad GiPásica de baja Ka provocada por la combinación de los antagonistas CTOP o ¡CI 174864
(1 p!) y mastoparán 10 nM en el PÁG de ratón. Las concentraciones de antisueros empleadas fueron (en
pg/pg de proteína de membrana) de 0.11 y 0.15 para MU/T y, respectivamente; y la actividad basal
presentó un valor de 50±6pmoles de GTP/mg/min.
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3.4. Efecto del 34v1±domastonarán sobre la actividad GTPástca
Estos experimentos se realizaron en membranas E2con de EAG de ratón
y, salvo que se settale lo contrario, se utilizó el protocolo de preincubación
en frio (2h a 40C). El componente de baja afinidad se definió con GTE 1 mMy se sustrajo de la hidrólisis de GTE observada en presencia de una
concentración de sustrato de 3 pH -
La incubación de las membranas con el péptido mastoparán provoca una
estimulación concentración-dependiente de la actividad GT?ásica de baja Km
(Figura 46, panel A). Los valores de la actividad enzimática se incrementaron
entre 1.3 y 13 veces al incubar las membranas con concentraciones de
mastoparán de 1 y 10 pM, respectivamente. El antagonista selectivo de los
receptores p, CTOE, carece de efecto sobre la GTEasa del PAG de ratón,
pero cuando se incuba a una concentración de 1 pH con el mastoparán se
potencia el efecto del péptido sobre la reacción enzimática. En estas
condiciones, prácticamente se duplica el efecto del mastoparán de modo que
concentraciones en el rango nanomolar del péptido (10-100 nM) incrementan
la actividad basal de la enzima entre 1.3 y 1.7 veces, respectivamente
(Figura 46,, panel A).
Utilizando esta aproximación experimental, se estudió también elefecto
de una serie de antagonistas de distintos receptores celulares. Los
antagonistas empleadosfueron la naloxona (antagonista opioide no selectivo),
el CTOE (antagonista selectivo de los receptores opioides ji), el IGl 174864
(antagonista selectivo de los receptores opioldes 8), el nor-BNI (nor-
binaltortimina, antagonista selectivo de los receptores opioides IC), el
sulpiride (antagonista de los receptores D
2—dopaminérgicos), el idazoxán
(antagonista de los receptores a2-adrenérgicos), y la bicuculina (antagonista
de los receptores GABA,L). Las concentraciones mayores de estos
antagonistas produjeron un pequeflo incremento sobre la actividad basal de
la enzima, sin embargo, no se detectaron cambios estadisticos de carácter
significativo <Figura 46).
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Se realizaron curvas concentración-respuesta en las que seestudió el
efecto que presentaba sobre la actividad GTEásica de alta afinidad la
combinación de concentraciones crecientes de los antagonistas con una
concentración subefectiva de mastoparán (10 nM) - Se detectaron incrementos
sobre la basal (1.5-1.8 veces) al combinar el mastoparán 10 nM con la
naloxona, el CTOP, el 101 174864, el sulpiride, el idazoxán o la bicuculina
(1-100 pH) (Figura 46). Este último compuesto, antagonista de los receptores
GASA. (no regulados por proteínas G) no alteró la respuesta del mastoparán
sobre la actividad GTEásica de alta afinidad del EAG de ratón.
Con objeto de determinar la posible participación de los receptores
opioides en los efectos potenciadores de los antagonistas opioides sobre el
mastoparán, se estudió el efecto de los antisueros MU/T y anti-RO8
generados frente a los receptores opioides ji y & siguiendo el protocolo 1. Los
resultados se muestran en la Figura 47. Se apreció una ligera disminución de
la potenciación mastoparán-antagonista por los antisueros, aunque no se
alcanzó lasignificación estadística. En este punto habría que señalar que los
antisueros generados frente a los extremos amino terminales de los antígenos
no pueden obviar la entrada de los ligandos (en este caso de los
antagonistas) aunque sí disminuir su Kd.
La presencia en el ensayo de los opioides DAGO, morfina o DEDEE <1
pH) previno la potenciación que la naloxona ejercía sobre el efecto del
mastopatán <Figura 48). Los tres agonistas aumentaron la liberación de 32Ei
por la enzima y su efecto fue antagonizado por las dos concentraciones de
naloxona empleadas (1-10 pH) -
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Se realizó una curva con concentraciones crecientes de GTE y una
concentración fija del mastoparán para determinar qué concentración de
sustrato era la más apropiada para determinar el efecto estimulador del
péptido. Los resultados mostraron que concentraciones micromolares eran las
óptimas (Figura 49). Utilizando una concentración de GTE 3 ptA el mastoparán
presentó un efecto estimulador algo menor que con el protocolo de
preincubación en frío (75% y 100% sobre la basal, respectivamente) pero a
concentraciones mayores de GTE (30 pH) seobtuvieron los mismos resultados
(en tomo al 100% en ambos casos) (Figura 49).
El mastoparán y la NAO presentan ciertas semejanzas en su
comportamiento: i) la naloxona modifica el efecto de ambas agentes y, II) los
dos modifican la eficacia antinociceptiva que los apioides administrados por
na 1. c. y. provocan en el ratón - En este último punto hay que señalar que el
efecto bloqueante del mastoparán sobre laantinocicepción opioide en el ratón
puede evitarse con la administración previa de NAC, también
j.c • y., Sánchez lázquez y Garzón, 1995b; Sánchez-Blázquez y col~. 1994).
Todo ello implica un mecanismo común de actuación para los dos péptidos.
Para determinar si en estos comportamientos participaban los mismos
mecanismos, se emplearon los dos péptidos en una serie de experimentos en
los que se estudió el efecto de la combinación de concentraciones crecientes
de uno u otro con concentraciones fijas del otro. En ningún caso la respuesta
de la actividad GTEásica frente a la NAO se vió modificada por la presencia
de concentraciones no efectivas de mastoparán (10 nM) y, por el contrario,
vió desplazada completamente su curva en presencia de concentraciones
estimuladoras de mastoparán (1 pH) (Figura 50) - La curva del mastoparán
tampoco se vió modificada por la presencia en el ensayo de concentraciones
picomolares de NAO, sin embargo, cuando las concentraciones de NAO fueron
cnrcanas a la concentración micromolar, la curva se desplazó a la izquierda
con respecto a la control llegándose a alcanzar diferencias significativas, lo
que indica que la presencia de NAO aumentó la eficacia del mastoparán sobre
la GTPasa (Figura 51).
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En la Figura 52 también se muestran curvas concentración-respuesta
en las que se estudia la influencia de distintas concentraciones de mastoparán
sobre la estimulación GTEásica promovida por la 0-end en el PAG de ratón.
Cuando se introdujeron en el ensayo concentraciones subefectivas de
mastoparan, la respuesta de las membranas a la j~-end resultó ser menor a la
de la situación control (determinada en presencia de ¡3-end únicamente). En
todos los casos, sin, se observó un efecto sumatorio de los dos
péptidos sobre la actividad enzimática. Este comportamiento fue idéntico
cuando se ensayaron los agonístas oploides DAGO, morfina, DADIJE y DEDEE
<Figura 53).
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En este trabajo se ha abordado el estudio de un fenómeno de tanta
relevancia social como es la tolerancia-dependencia a opiodes. En concreto,
se ha intentado profundizar en dos aspectos de gran actualidad, i) 105
procesos adaptativos que los tratamientos crónicos provocan en el sistema
opioide endógeno y, II) el sistema de transaucción asociado a los receptores
opioides, recientemente donados. Se han empleado dos aproximaciones
experimentales: un método cuantitativo clásico comoes el radioinmunoezisayo,
para determinar la evolución en el contenido de los péptidos opioides
endógenos [3-endorfina (1-31) ([3-end) y su derivado N-aceljiado, tras un
tratamiento crónico con morfina, en el SNC de las dos espeaes que con más
frecuencia se emplean en farmacología y; una técnica radioenzimática que se
ha revelado muy útil para estudiar los fenómenos que se producen
inmediatamente a continuación de la unión de un ligando a su receptor, la
determinación de la actividad GTEásica de alta afinidad en el SNC del ratón.
1. CaroNas en el contenido de 8-endarfina <1-31) y N-acetfl-8-endorffna <1
-
31) en el SNC e hiuóffsfa de la rata y el ratón tras la admirdatradán crónica
de morfina
La 13-end, péptido endógeno de 31 aminoácidos que contiene en sus 5
primeros residuos la secuencia de la met-encefalina, se genera por
fraccionamiento enzimático post-translacional a partir del polipéptido
precursor pro-opiomelanocortína (POMC). Este precursor se localiza
mayontariamente en los lóbulos de la hipófisis, especialmente en el
neurointermedio, y en dos grupos distintos de células en el encéfalo. Uno de
estos grupos está localizado en el núcleo arcuado hipotalámico y el otro grupo
de células se encuentra en el núcleo del tracto solitario. Con posterioridad,
la 13-end puede sufrir otras modificaciones enzirnáticas, como proteolisis en
el extremo carbaxilo terminal o acetilactones en el extremo amino terminal,
que suponen grandes cambios en la actividad biológica del péptido. Así por
ejemplo, la acetilación del extremo amino terminal reduce drásticamente su
capacidad de unirse a los receptores opioides ~i y 8, y por tanto, elimina su
potente efecto analgésico (Smyth y col., 1979; Deakin y col., 1980). El
procesamiento post-translacional comienza en el aparato de Golgí y continúa
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en las vesículas de secreción - Esto sugiere que los péptidos derivados de la
POMO son almacenados en los gránulos de secreción liberándose
simultáneamente (Glembatski, 1981, 1982; O’Donohue, 1983).
Laactividad de la acetiltransferasa es de vital importancia en el control
de la actividad biológica de los productos de secreción. De hecho, parece que
la biosintesis de la POMO y la actividad acetiltransferasa se encuentran
correguladas (Miliington y col., 1986). La capacidad de las células POMO
para secretar péptidos con distinta actividad biológica podria ser importante
en la adaptación de los organismos frente a cambiosen el medio ambiente. La
acetilación del extremo amino terminal puede ser, i) un proceso metabólico
importante de inacúvación para regular la actividad opioide en el SNC
(Deakinycoh, 1980; Smythycoh, 1979; Zakarian ySmyth, 1979); Ii) una
forma de transporte de 13-end inactiva en el plasma, lo que implicaría la
existencia en el lugar de destino de una enzima, hasta el momento no aislada,
y cuya función seria la eliminación del grupo acetilo protector localizado en
la tirosina del extremo amino terminal y; iii) un mecanismo de generación de
formas moleculares sin actividad opioide pero con actividad biológica a partir
del péptido multiseflal ~-end (Aldl y col., 1984; Wiegant y col., 1983). En
este sentido, se ha descrito recientemente quela N-aceti.l-f3-endorfina (1-31)
(NAO) estimula la secreción de prolactina por los mamotropos lo que implica
a este neuropéptido en funciones paracrinas, al menos dentro de la hipófisis
(Ellerkmann y col., 1993).
El tratamiento crónico (tanto continuo como intermitente) de un opioide
produce tolerancia, que se caracteriza por una menor respuesta a la
sustancia, y dependencia física, que se asocia con la aparición de
alteraciones comportamentales cuando deja de administrarse. Son respuestas
adaptativas fisiológicas que suponen una reacción del organismo para
contrarrestar los efectos perjudiciales del tratamiento y que intentan
recuperar la función inicial. El estudio de los cambios fisilógicos que se
producen en el organismo tras la administración crónica de opioides,
incluyendo los que afectan al sistema oploide endógeno, es de especial
relevancia a causa de la incidencia negativa de estas fenómenos en la
150
sociedad.
La administración crónica de morfina se asocia con cambios específicos
en el sistema opioide endógeno, especialmente en el cerebro. El efecto de la
morfina sobre el sistema parece depender de la dosis utilizada, del tiempo de
implantación y de la región estudiada. En general, en un estado inicial se
observa una disminución de los niveles de péptidos de la familia POMO en el
SNO, pero al aumentar la dosis de morfina y el tiempo de implantación los
cambios retornan a los valores normales. Noobstante, existen trabajos cuyos
resultados discrepan de este patrón general de cambio (Hbllt y col., 1978;
Erzewlocki y col., 1979; Martfnezycol., 1990). Los sistemas neuropeptídicos
como el opioide están sometidos a la regulación de una serie de mecanismos
que actúan en la vía de biosíntesis (transcripción, translación,
procesamiento del precursor o modificaciones post-translacionales), es por
tanto, posible que algunos parámetros de la biosíntesis cerebral de POMO se
alteren durante los primeros momentos del tratamiento con morfina. La 13-end
sufre cambios importantes durante la tolerancia-dependencia a opioides -
Dentro de los procesos adaptativos que se producen con la presencia crónica
de morfina se observa una inhibición de la liberación y biosíntesis de ~-end
en las neuronas EOMO, especialmente en las localizadas en el núcleo arcuado
y en las células del l6bulo neurointermedio de la hipófisis (Bronstein y cok,
1990; García de Yébenes y PeIletier, 1993; Gianoulakis y col., 1981). Por
tanto, en los cambios que se producen en el sistema opioide endógeno tras la
administración crónica de opioides podrían estar implicados mecanismos de
regulación de la expresión génica (Romualdi y col., 1991).
En la abstinencia también se producen cambios en el sistema opioide
endógeno. La abstinencia que se produce como consecuencia de la retirada
del oploide disminuye aun más la concentración de (3-end en hipófisis,
amígdaia y médula espinal; mientras que la precipitada por la administración
de naloxona incrementa la concentración de I3—end en estriado, mesencéfalo,
corteza y plasma y los disminuye en hipocampo e hipófisis (Gugehithlu y col.,
1991; Rattan y col., 1992). A pesar de que la administración del derivado
acetilado de la 13-end atenúa la severidad del síndrome de abstinencia
151
(Garzón y Sánchez-Blázquez, 1992) y de que se ha sugerido un papel
regulador, de carácter no competitivo, sobre el receptor p; ninguno de los
trabajos a los que hasta ahora hemos hecho referencia han evaluado su
contenido ni hecho un seguimiento de este derivado de la $3-end en
situaciones de tolerancia-dependencia. Posiblemente debido a la dificultad
que entraña la separación y posterior cuantificación de ambos neuropéptidos.
Dado que se trata de un péptido endógeno que acompaña a la 13-end en su
biosíntesis y secreción, los cambios que se produzcan en sus niveles
neuronales como consecuencia de la administración crónica de opioides nos
informarán sobre la regulación existente entre estos dos péptidos que tienen
características fisio—farmacológicas tan distintas.
En la rata, la presencia crónica de morfina provoca en general la
disminución tanto de los niveles de ~-end como de los de NAC en todas las
estructuras estudiadas, por otra parte, la abstinencia no modifica los efectos
que lapresencia continuada de morfina produce. Sin embargo, en el ratón los
efectos no son tan homogéneos, encontrándose diferencias según la región
estudiada. En las zonas más caudales del encéfalo, donde se encuentra el
segundo grupo de células POMO, la presencia crónica de morfina provoca
disminuciones en el contenido de los dos péptidos; mientras que en el resto
de las regiones se producen incrementos, lo que confirma que las neuronas
[3-endorfinérgicas son reguladas de modo diferencial por los agonistas
opioides (Bronstein y col., 1993). Aunque en trabajos previos no se haibian
detectado alteraciones en el procesamiento de los péptidos derivados de la ~3-
end en el PAG y el hipotálamo tras un tratamiento crónico con morfina
(Berglund y col., 1988), en nuestro estudio la relación ~-end/NAO se
encuentra alterada, tanto en estructuras directamente implicadas en la
dependencia física a drogas (heroína y cocaína), como son el estriado, el
septum, el tálamo (Sweep y col., 1989), como en hipófisis procedentes de
animales tolerante—dependientes a morfina, lo que sugiere que los cambios en
el procesamiento post-translacional también podrían ser región-dependiente.
Por tanto, se puede concluir que los opioides exógenos pueden modificar el
procesamiento de POMO, y modular la actividad acetil transferasa como ya
sugirieron Weber y col. (1982).
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Los cambios de distinto signo que se producen en los lóbulos
hipofisarios de la rata pueden ser el resultado de diferencias en el mecanismo
de liberación implicado. La liberación en el lóbulo anterior está controlada
humoralmente por el hipotálamo, mientras que en el lóbulo neurointermedio
está bajo control inhibitorio dopaminérgico (Houben y Denef, 1994). Se ha
descrito que el contenido de 13-end del lóbulo neurointermedio de la hipófisis
de la rata es más estable a las manipulaciones experimentales que el del lóbulo
anterior (Hbllt y col., 1986); es probable que la ~-end del lóbulo anterior y
la del lóbulo neurointermedio tengan distinto significado fisiológico. En este
trabajo únicamente el contenido de NAO se ha manifestado especialmente
sensible a la retirada del opioide -
Nuestros datos indican que la administración crónica de opiáceos
exógenos provoca un déficit en el contenido de los péptidos endógenos 13-end
y NAO que podría explicarse en base a mecanismos autorregulatorios. Del
mismo modo, el síndrome de abstinencia podría enmascarar una deficiencia en
opioides endógenos y originaria una pérdida de los mecanismos inhibitorios
regulados por esos opioides provocando una activación de la síntesis que
originaria un incremento en la liberación. En nuestro caso esta activación se
manifiesta sobre todo en el caso del ratón • y en especial para el contenido de
NAO, lo que vincula muy directamente a este péptido N-acetilado con los
cambios acaecidos en las situaciones de abstinencia a opioides. Trabajos
previos de nuestro grupo ya han demostrado su efectividad en estudios “in
vivo” realizados en ratones tolerante—dependientes a morfina (Garzón y
Sánchez-Blázquez, 1992).
Se ha descrito la existencia de neuropéptidos antiopioides (Lake y
col., 1991) capaces de alterar el desarrollo de la tolerancia-dependencia a
morfina y el curso del síndrome de abstinencia y, que al igual que la NAO,
antagonizan los efectos de la morfina y de ciertos péptidos endógenos
(Garzón y Sánchez-Blázquez, 1991; Sánchez-Blázquez y Garzón, 1992), la
NAO podria clasificarse dentro de este grupo. Estos datos apoyan la
hipótesis de que se produce una interacción entre opioides endógenos y
exógenos durante la adaptación fisiológica en respuesta a la inhibición
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crónica de la función neural inducida por morfina (Garzón y Sánchez-
Blázquez. 1988).
En nuestro estudio se ha puesto de manifiesto que el sistema opioide
endógeno del ratón es más sensible a los opioides exógenos que el de la rata.
Las diferencia detectadas en la regulación del sistema opioide endógeno de
las dos especies estudiadas podría ser el reflejo de los distintos métodos
empleados en la inducción de la tolerancia. En la rata, la administración
crónica de morfina se realizó mediante minibombas osmóticas con un flujo
constante de liberación del oploide (Adams y Holtzman, 1990); mientras que
en el ratón se implantó una suspensión oleosa de morfina, que obviamente
permite una liberación más rápida de la morfina hacia el SNO (Blasig y col.,
1973). Los datos también podrían señalar diferencias en el desarrollo de la
tolerancia-dependencia, así como en la respuesta a la abstinencia, existentes
entre las dos especies - De hecho existen trabajos que describen diferencias
en la sensibilidad a la morfina en diferentes cepas de ratones, o incluso para
la misma cepa procedente de suministradores distintos, aunque todos
alcanzan niveles de tolerancia semejantes tras 72 h de exposición crónica a
morfina (Lutfy y Yoburn, 1991; Yoburn y col., 1989). Las diferencias entre
rata y ratón también se detectan en estudios de fijación de radioligandos
opioides lo que sugiere que las dos especies pueden diferir en la regulación
opiolde en estructuras especificas del SNO (Yoburn y col., 1991).
De estos estudios se puede concluir que los procesos de tolerancia—
dependencia provocan variaciones en los niveles de los péptidos opioides
endógenos ~3-end y NAO del SNO de la rata y el ratón. Los cambios
observados en los niveles de NAO son de gran interés puesto que aportan
una información valiosa acerca de este neuropéptido del que hasta el momento
se desconoce su papel funcional aunque se le implica en la regulación de la
función opioide y a2-adrenérgica.
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2. Caracterización y distribución de la actividad GTPásica de bala Km en el
SNC del ratón: efecto de la administración crónica de morfina
Los resultados de este estudio indican que en el SNO de ratón se
encuentran presentes al menos dos actividades enzirnáticas responsables de
la hidrólisis de GTP: una de alta afinidad, con una Km entre 0.2-0.3 pM, y
otra de baja afinidad cuya actividad se manifiesta a concentraciones
milimolares de sustrato. Estos valores son muy parecidos a los descritos para
las actividades GTPásicas de otras membranas (Aktories y Jakobs, 1981;
Barchfeld y Medziradsky, 1984; Oassel y Selinger, 1976; Hill y Jakobs,
1989; Hiramatsuycol., 1991; Koskiycok, 1982; Morelloycol., 1991).
Se ha podido demostrar una distribución diferencial de la actividad
GTPásica de baja Km en el SNO de ratón. En el SNO de la rata se han descrito
variaciones en la actividad de esta enzima en distintas áreas (Franklin y
Hoss, 1984) - Nuestros resultados ponen de manifiesto ciertas diferencias
entre las dos especies de roedores (Martínez-Peña y Garzón, 1993). Los
valores de las constantes de afinidad no se distribuyen homogéneamente a lo
largo de las estructuras estudiadas. Estos resultados pueden explicarse en
base a la distribución diferencial de las diversas clases de proteínas G en el
SNO (Garzón y col., 1992; Orford y col., 1991; Young y col., 1993) y a las
distintas características cinéticas de los diferentes tipos/subtipos de
proteínas G, en cuanto a capacidad de unión y liberación de nucleótidos de
guanina (Oarty y col., 1990; Oasey y col., 1990; Linder y coL, 1990). En
la literatura existen numerosos trabajos en los que se señala el efecto
estimulador o inhibidor de los agonistas oploides sobre la actividad GTPásica
de alta afinidad en el SNC de roedores (Barclifeld y Medzihradsky, 1984;
Olark y col., 1986; Fedynyshyn y Lee, 1989; Franklin y Hoss, 1984; Ueda
y col., 1987); sin embargo, no existian datos acerca de la influencia de
presencia crónica de morfina sobre la liberación de Fi en el SNO del ratón.
Oomo ya se describió en el capitulo de resultados, la actividad
GTPásica de alta afinidad y las constantes de afinidad de ciertas áreas,
especialmente el tálamo, el mesencéfalo (incluyendo a la sustancia gris
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periacueductal) o la médula espinal, se vieron modificadas tras el tratamiento
crónico con morfina. Los mecanismos moleculares que subyacen a los efectos
de la morfina crónica son objeto de amplio estudio, en especial los cambios
que acontecen en el número y afinidad de los receptores opioides. Los
resultados, sin embargo, son en cierta medida contradictorios. En la mayoria
de los trabajos se han utilizado técnicas de fijación de un radioligando
especifico para los receptores p <DAGO, generalmente) - En este tipo de
estudios, la estimación del número de receptores es difícil especialmente en
tejidos preparados a partir de animales tolerante-dependientes a la morfina.
Tras la presencia crónica de morfina se han descrito para los
receptores opioides, i) ausencia de cambios tanto en el número como en la
afinidad (Klee y Streaty, 1974; Yoburn y col., 1993); Ii) reducción en la
afinidad (Davis y col., 1979); iii) reducción en el número (Bhargava y
Gulati, 1990; De Vries y coLe 1991; Law y col., 1993); iv) aumento en el
número (Bradyycok, 1989; DeVriesycol., 1993) y; y) pérdidadelaalta
afinidad para los agonistas asociada con una pequeña reducción en el número
total de sitios de unión (Werling y col., 1989). En lo que si parece que hay
consenso es en el hecho de que el tratamiento crónico con antagonistas
opioides siempre provoca incrementos en la densidad de receptores opioides
en un proceso dosis-dependiente (Yoburn y col., 1988; 1989).
Yoburn y col. (1993) postulan que la dirección del cambio que provoca
el tratamiento continuado con agonistas opioides depende de la dosis
empleada, de la duración del tratamiento y de la eficacia intrínseca del
agonista utilizado. La administración crónica de agonistas de alta eficacia
(fentanil, etorfina) en el ratón provoca disminución de receptores la,
mientras que si se utilizan agonistas de eficacia baja o intermedia (morfina)
se producen incrementos o no se detectan cambios. Esta hipótesis es
compartida por Law y col. (1983) que demuestran que los agonistas de alta
eficacia intrínseca son más efectivos en disminuir el número de receptores
opioides 8 cuando se incuban con células NG 108-15 -
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Los cambios registrados en la densidad de los receptores p son
heterogéneos, el grado de regulación es variable y no parece depender de los
niveles iniciales de densidad del receptor (Brady y col., 1989; LutÍy y
Yoburn, 1991; Vogel y col., 1990). Apoyando todas estas hipótesis se
encuentran los trabajos de Bhargava y Gulatt (1990) y de Brady y col.
(1989) en los que se describen cambios de signo opuesto en el número de
receptores p de distintas regiones cerebrales de ratas tolerante—
dependientes a la morfina. La médula espinal, el bulbo y la corteza muestran
una disminución en el número de receptores p tras 8 días de presencia
crónica de morfina (Bhargava y Gulati, 1990) mientras que en el tálamo e
hipotálamo de ratas implantadas con morfina durante 5 días se observa un
incremento en el número de receptores p (Brady y col., 1989).
Las diferencias en la regulación de los receptores también podrían ser
reflejo de las modificaciones que la morfina ejerce sobre la actividad oploide
endógena de las distintas regiones (Bronstein y col., 1993). En este punto
hay que destacar las disminuciones que se han detectado en los niveles de 13—
end y de su derivado acetilado en el SNO de animales tolerante-dependientes
a morfina. En general, existe una buena correlación entre la localización de
los péptidos oploides y los receptores opioides correspondientes. Sin
embargo, en determinadas áreas y utilizando técnicas autorradiogréficas no
se observa esta correlación entre la localización de los péptidos opioides
endógenos y los receptores opioldes, siendo especialmente llamativo el caso
del receptor 8, localizado principalmente en las zonas encefálicas mas
rostrales (Mansour y col., 1988), y las encefalinas, sus ligandos end6genos,
que se encuentran distribuidas en todo el encéfalo (Tempel y Zukin, 1987).
Tras el reciente clonaje de los receptores opioldes esta observación se ha
justificado en base a un mecanismo de transporte de receptores. Los
receptores se sintetizan localmente y pueden ser trasladados a otras áreas
(Mansour y col., 1995).
Las alteraciones que se detectan en el S140 de animales crónicamente
tratados con morfina son mucho más ligeras que las observadas en cultivos
celulares - Al estudiar la fijación opioide en células de neuroblastoma humano
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SH-SY5Y tratadas crónicamente con morfina se aprecia una gran disminución
en los sitios de unión (Oarter y Medzihradsky, 1992). Dado que la morfina
actúa con preferencia sobre el receptor ji, y que éste existe en todas las
estructuras estudiadas (Mansour y col., 1988; Moskowitz y Goodman, 1985;
Tempel y Zukin, 1987), los cambios detectados en la actividad GTPásica
podrían explicarse en base a cambios en la densidad de receptores ji, sin
embargo esta hipótesis no parece confirmarse. En este sentido, aunque el
receptor ji es abundante en el tálamo, estriado y médula espinal, tras la
presencia crónica de morfinala actividad enzimática se incremento únicamente
en el tálamo, la Km no se modificó en esta estructura y disminuyó en el
estriado y la médula espinal. Barchfeld y Medzihrasky en 1984 describieron,
al igual que nosotros, una menor actividad GTPásica en membranas de
estriado preparadas a partir de ratas tolerante-dependientes a la morfina y
lo justificaron como una respuesta compensatoria a los efectos estimuladores
del opioide. La corteza, el hipotálamo, el PAG y el bulbo presentan niveles
semejantes de receptores opioides ji, sin embargo, el tratamiento con morfina
disminuyó la actividad en el PAG, incremento la Km en el hipotálamo, la
disminuyó en el PAG y no la modificó en la corteza.
El desarrollo de la tolerancia parece ser independiente de los cambios
en el número de receptores y sugiere una localización intracelular del
proceso - Trabajos recientes han implicado al sistema de transducción - El
hecho de que la toxina pertúsica atenúe los signos del síndrome de
abstinencia en ratas tolerantes a morfina implica de modo directo a las
proteínas G (Lérida y col., 1989; Parolaro y col., 1990) - La administración
crónica de morfina disminuye el efecto de los nucleótidos de guanina sobre
la unión opioide al receptor ji, en un proceso similar al que provoca el
tratamiento de las membranas con toxina pertúsica (DeVries y col., 1991; De
Vries y col., 1993; Werling y col., 1989). El hecho de que la fijación de
agonistas 8 y Kno resulte afectada indica que la morfina actúa principalmente
en los receptores ji o que las proteínas G afectadas son exclusivas de los
receptores ji. Esta última idea es poco probable ya que los receptores ji y 8
comparten en gran medida el sistema de transducción. La toxina pertúsica
ADP-ribosiia las proteínas O asociadas tanto a los receptores ji como a los 8
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(Bokoch y col., 1984).
Trabajos recientes han puesto de manifiesto la existencia de
interacciones entre las proteínas G y algunos componentes del citoesqueleto
celular, aún por determinar, lo que ha sugerido que la movilidad de
receptores y proteínas G en la membrana podría ser restringida. Se ha
propuesto un modelo en el que receptores y proteínas G se encuentran
organizados en complejos supramoleculares en cuya formación también
podrían participar las subunidades 13. Este modelo de compartimentalización
de la membrana plasmática se ha desarrollado a raíz de la observación de que
diferentes receptores, entre ellos el a2 -adrenérgico y el m4-muscarinico, son
capaces de unirse a las mismas proteínas G “in vitro” pero no comparten la
misma población de proteínas G en células intactas (Neubig, 1994). Del mismo
modo, el tratamiento crónico de células NG 108-15 con el agonista opioide
etorfina provoca cambios únicamente en el receptor opioide. La fijación a los
receptores muscarinicos, de prostaglandina E1 y a2-adrenérgicos no se ve
afectada (Law y col., 1983). Atendiendo a este modelo de
compartinientalización, con la administración crónica de morfina se afectaría
únicamente la población de proteinas G asociadas al receptor opiolde ji y en
mucha menor medida las proteínas G asociadas a los receptores que coexisten
en la misma neurona. Posiblemente se produzca una disfunción en la relación
entre el receptor ji y las proteínas G o que éstas sufran alguna alteración en
su expresión o en su densidad. La administración crónica de morfina provoca
un gran mcremento en la producción celular de AMPc sin modificar la afinidad
o el número de sitios de unión ji, lo cual hace suponer a algunos autores que
la tolerancia-dependencia es consecuencia de que una sobreexpresión del
sistema de transducción (De Vries y col., 1991; 1993).
Anteriormente se ha descrito la diferencia de efectos, en cuanto a
cambios en la densidad de receptores opioides, que provocan los tratamientos
crónicos con agonistas opioides en función de su eficacia intrínseca. Estas
diferencias también se manifiestan en cambios en el sistema de transducción -
En efecto, el tratamiento crónico de cultivos celulares de la línea de
neuroblastoma humano SH-SY5Y con el agonista opioide tipo ji de alta eficacia
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DAGO no se traduce en cambios en la densidad de proteínas G, mientras que
si se emplean agonistas de baja eficacia (morfina, morficeptina) se producen
incrementos en los niveles de distintas proteínas transductoras (Ammer y
Schulz, 1993). Unasituación semejante se ha observado en la línea celular de
neuroblastoma x glioma NG 108-15 en la que la ocupación de los receptores
6 por el opioide de alta eficacia DADLE provoca el desacoplamiento de los
receptores de la actividad GTPásica de alta afinidad (Law y col., 1983;
Vachon y col., 1987). Esto podría ser consecuencia de que los agonistas de
alta eficacia son capaces de desacoplar los receptores de los sistemas de
transducción implicados, en contraposición con los de baja eficacia que a
pesar de promover la aparición de tolerancia-dependencia no alteran las
relaciones entre los receptores opioides y sus proteínas G asociadas. Oomo
conclusión se puede decir que ligandos con diferente actividad intrínseca son
capaces de provocar modificaciones distintas actuando sobre los mismos
receptores. En el mesencéfalo de ratas tolerante-dependientes a morfina
tanto la actividad GTPásíca de alta afinidad como la estimulación que sobre
ella ejerce el agonista DAGO se encuentran disminuidas. Dado que la
estimulación de la GTPasa de baja Km provocada por los agonistas en
membranas refleja los acontecimientos que se producen inmediatamente a
continuación de la activación del receptor por la unión de un agonista, Tao
y col. (1993) proponen que la interacción entre los receptores opioídes ji y
las proteínas G se encuentra alterada tras el tratamiento crónicocon morfina.
Esta hipótesis es consistente con los trabajos de Wong y col. (1992)
realizados sobre membranas de médula espinal de rata.
Los cambios en la actividad GTPásica tras la presencia crónica de
morfina podrían ser interpretados como resultado de alteraciones en la
actividad enzimática intrínseca de las subunidades a de las proteínas G, sin
embargo, la multiplicidad de proteínas G existentes y sus distintas
características cinéticas en cuanto a capacidad de unión y liberación de
nucleótidos de guanina (Carty y cal., 1990; Oasey y col., 1990; Linder y
col., 1990) vuelven a indicar que las variaciones en la densidad de las
proteínas G podrían ser las responsables de los cambios observados. Esta
hipótesis estaría apoyada por distintos trabajos bibliográficos: i) Orford y
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col. (1991> describieron aumentos en la densidad de subunidades G~,a, G,2a
y G0a en cerebro de rata como consecuencia de determinadas manipulaciones
experimentales; II) la inducción de tolerancia-dependencia a opicides aumenta
los niveles de subunidades G0a en el plexo mientérico de cobaya y en
determinadas zonas del SNC de la rata (Ammer y col., 1991; Nestler y col.,
1989; Rasmusen y col., 1990); iii) la exposición crónica a opioídes de las
células SH-SY5Y incrementa la abundancia de distintas proteínas G (Ammer
y Schuilz, 1993); iv) los niveles de G12a se incrementan en determinadas
zonas cerebrales de ratones tolerante-dependientes a morfina (Garzón y col -
1992); y) en el SNC de ratas tolerante-dependientes a morfina se observan
mcrementos en el mRNA que codifica para las subunidades G,.a y G.a
(Parolaro y col., 1993). Por el contrario, también se han descrito
disminuciones en la densidad de proteínas G tras la administración crónica
de agonistas ji en neuronas del cerebro posterior en cultivo (Vogel y col.,
1990). Los cambios de distinto signo encontrados en las Kms de las distintas
áreas tras la administración crónica de morfina podrían explicarse en función
de alteraciones en la proporción relativa de los diferentes tipos/subtipos de
proteínas transductoras que median los efectos del opioide (Ueda y col.,
1988).
Existen numerosos trabajos que documentan la regulación de los
niveles de proteínas G tras la activación crónica de receptores del tipo
inhibitorio. Por ejemplo, la exposición crónica de adipocitos aislados a
agonistas del receptor de adenosina A1 conduce a una disminución delnúmero
de proteínas G, (Green y col., 1990>. En la línea celular SH-SY5Y la morfina
crónica aumenta los niveles de las subunidades G.1a, G52a, Gea, G.a y G,a,
es decir, se afectan todas las subunidades a independientemente de su
actividad funcional (Axnmer y Schulz, 1993). Por tanto no resultan
modificadas únicamente las subunidades que se acoplan directamente con los
receptores opioides ji. Sin embargo, las neuronas del estriado de rata en
cultivo responden al tratamiento con morfina crónica con una elevación de los
niveles de proteínas Ga y una disminución en el contenido de G1a que se
acompaña de un incremento en la producción de AMPc mediada por los
receptores dopaminérgicos D1 y 13-adrenérgicos (Van Vliet y col., 1991). La
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activación continuada de los receptores ji modifica los niveles de G. en
determinadas áreas del SNC de la rata (Basheer y col., 1992; Basheer y
Tempel, 1993) yenileumdecobaya (LangySchulz, 1989). Porotra parte,
la administración i . c - y - de antisueros generados contra distintas secuencias
de las subunidades G.a potencia la actividad antinociceptiva de los opioides
morfina y 13-end y atenúa la incidencia del síndrome de abstinencia a opioides
en el ratón (Sánchez-Blázquez y Garzón, 1992b; 1994a). Estos datos pueden
ser explicados por fenómenos de convergencia de efectos entre los sistemas
receptoriales que controlan la adenilato ciclasa (Ammer y Schulz, 1993). En
este sentido, el receptor a2-adrenérgico coexiste, con el receptor ji en el
SNC, comparte con él el sistema de transducción, regula los mismos efectores
(Gilman, 1987) y su ligando endógeno, la noradrenalina, modifica la
expresión de la dependencia celular a la morfina (Garzón y Sánchez-
Blázquez, 1992).
La persistente estimulación de un receptor acoplado a proteínas G
puede regular la función de otros receptores también acoplados a proteínas
G - La tolerancia-dependencia a la morfina es el resultado no sólo de cambios
a nivel del receptor ji sino también a nivel de las proteínas G asociadas a
estos receptores y, por ~tanto, de las interacciones del sistema optoide con
otros sistemas de neurotransmisión - Esta hipótesis conectaria con los trabajos
clásicos de Comer en los que se propone que en situaciones de tolerancia-
dependencia no sólo resultan afectadas las neuronas con receptores opioides
sino también las neuronas que con las opioides se relacionan (Coilier, 1980).
Se puede concluir que la actividad GTpásica de baja Km presenta una
distribución diferencial en el SNC de ratón - Los cambios que se producen
tras la administración crónica de morfina varian en función del área del SNC
considerada. Estos cambios parecen estar mediados por el sistema de
transducción que podría ver alterada í) su relación con los receptores a los
que se encuentra asociado y/o, II) su expresión.
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3. Actividad GTPáslca de alta afinidad sensible a av¿oides
Koski y Klee (1981) demostraron que los opioídes, en un proceso
mediado por receptor, estimulan la actividad GTPásica de baja Km en células
NG 108-15. En sus experimentos la potencia de los opioides presentaba una
buena correlación con las afinidades descritas en los experimentos de fijación
y con la inhibición de la adenilato ciclasa. Los resultados obtenidos en este
trabajo indican que la potenciación por opioides de la actividad GTPásica de
alta afinidad en el SNC de ratón y en células NG 108-15 está mediada por
receptores opioides ya que es dependiente de concentración, ligando-
selectiva y reversible por antagonistas opioldes. En primer lugar, ha
quedado demostrada la importancia del diseflo del protocolo experimental a
la hora de estudiar los distintos aspectos funcionales de la transducción
asociada a opioides.
Como ya observaron Koski y Klee (1982) en células híbridas NG 108-
15, la presencia del ión sodio en el ensayo es necesaria para que los opioides
manifiesten su efecto sobre la actividad enzimática en el SNC del ratón. El
sodio atenúa las interacciones entre proteínas G y receptores desocupados,
reduciendo en gran medida la actividad GTPásica basal (Costa y col., 1990).
Esta propiedad aumenta la disponibilidad de proteínas G no activadas que
ahora pueden ser utilizadas por receptores ocupados por agonistas
produciendo así un incremento en la hidrólisis de GTP -
La estimulación de la actividad GTPásica de baja Km en membranas de
sustancia gris periacueductal (PAG) de ratón, de médula espinal (ME) de
ratón y de células hibridas de neuroblastoma x glioma NG 108-15 es
dependiente de la concentración de agonista empleada. Los antisueros
generados frente a los receptores opioides ji y 8 nos han permitido evaluar
su influencia en los efectos de los distintos opioides sobre la GTPasa. Del
mismo modo al disponer de antisueros especificos contra las proteinas G12a y
G,,a, de gran importancia en el efecto antinociceptivo de los agonistas
opioides ji/8 (Sánchez-Blázquez y col., 1993), hemos podido evaluar la
participación de estas proteinas en la estimulación de la actividad GTPásica
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de alta afinidad por los distintos agonistas. Todo ello ha hecho posible
estudiar la relación entre la concentración de agonista (grado de ocupación
de los receptores) y la estimulación de la actividad GTPásica por él
provocada.
En membranas de PAG de ratón los agonistas oploides estimulan la
actividad GTPásica de alta afinidad. Se estudiaron: el DAGa, selectivo del
receptor opioide ji; la morfina, agonista preferente del receptor ji; la 13-end,
agonista opiode jIS; la DADLE, agonista opioide 6/ji; y los agonistas
selectivos del receptor 8, DPDPE y [D-Ala2 ]-fleltorfina II. A concentraciones
de 1pM, los valores de activación de la actividad GTPásica oscilan entre un
65% para la 13—end y un 82% para la DADLE. La única excepción es el DPDPE
que a esa concentración sólo alcanza valores del orden del 40% sobre la
actividad basal. Al aumentar la concentración de DPDPE se alcanzan valores
de estimulación semejantes a los del resto de agonistas. Parece, por tanto,
que el DPDPE actúa con menor eficacia o afinidad por el receptor opioide (6)
en la activación de la GTPasa de alta afinidad.
Los antagonistas opioides naloxona (antagonista de los receptores ji,
6 y K) e XCI 174864 (antagonista selectivo de los receptores 8) (Cotton y
col.>, 1984) redujeron la estimulación de la GTPasa producida por los
agonistas opioides, lo que confirma la implicación de los receptores opioides
en los efectos estudiados. Los agonistas con preferencia por el receptor ji
son más sensibles a la naloxona que al del antagonista 8 selectivo XCI 174864.
De hecho, la curvas de estimulación del DAGO y de la morfina no se vieron
modificadas en presencia de 1pM de ICI 174864. La f3-end, agonista ji/8, se
ve antagonizada tanto por la naloxona como por el XCI 174864 aunque éste
último es más débil, dato en corcondancia con lo publicado por Ableitner y
Schulz (1992). Con respecto a los agonistas tipo 6, la naloxona y el ICI
174864 antagonizan elefecto del agonista 8/ji DADLE sobre la GTPasa. Por
otra parte, el DPDPE y la [D-Alafl-Deltorfina II presentan diferente
sensibilidad al ICI 174864. Mientras que sobre la curva de la [1)-Ala2] -
Deltorfina U el efecto antagonista del XCI 175864 se manifiesta de un modo
drástico, en la curva del DPDPE dicho efecto es mucho más moderado. Así
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mismo, la curva del DPDPE es muy sensible a la naloxona mientras que la de
la [D—Ala2]—Deltorfina II lo es menos.
Se podría decir que los efectos provocados por los dos agonistas &
selectivos sobre la actividad GTPásica de alta afinidad del PAG de ratón
tienen distintas características - Estas diferencias también se ponen de
manifiesto al estudiar su efecto sobre la antinocicepción supraspinal (Jiang
y col., 1990) - La capacidad de los agonistas 8 para modular la antinocicepción
mediada por el receptor ji (Porreca y col., 1992; Sánchez-Blázquez y
Garzón, 1989) llevó a proponer que ese efecto podría estar mediado por
complejos receptoríales formados por los receptores ji-8 y quizás también por
los 1< entre los se podrian establecer interacciones (Rothman y col., 1988).
El modelo, propuesto en base a estudios “in vitro”, postula la existencia de
receptores & como tales (8,.~., no asociados al complejo) y de receptores 8
asociados al complejo (8~~) (Xu y col., 1993). El desarrollo de agonistas y
antagonistas selectivos para el receptor 6 ha permitido la caracterización
farmacológica de los subtipos 8 en estudios de antinocicepción, y en base a
estos estudios “invivo” realizados en ratón, se ha propuesto la existencia de
das subtipos de receptores 6, el 8, y el 82. El DPDPE seria ligando selectivo
del 8,, y la [D-Ala2]-Deltorfina II seria ligando selectivo para el 82. El
subtipo 8,, dado que parece mediar en la analgesia supraespinal, seria más
abundante en estructuras encefálicas, por el contrario, el subtipo 82,
responsable de la antinocicepción espinal, estaría localizado preferentemente
en zonas espinales (Mattia y col., 1992; Takemorí y F>ortoghese, 1993).
El uso de agonistas para la caracterización de receptores acoplados a
proteínas G presenta ciertas limitaciones dada su mayor afinidad por una
subpoblación de receptores, los receptores preacoplados (en estado de alta
afinidad). Sin embargo, los antagonistas se unen con afinidades muy
parecidas a los receptores preacoplados y a los desacoplados (Molinoff y col.,
1981). Por ello, con el desarrollo de antagonistas selectivos no peptídicos
para los subtipos 8, y 62 se ha podido profundizar en la caracterización
farmacológica de los receptores 8. El BNTX (hidrocloruro de benzilidene—
naltrexona) es un antagonista selectivo del subtipo 8, (Portoghese y col.,
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1992) y el NTB (naltribén) es un antagonista selectivo para el subtipo 8,
<Sofuoglu y col., 1991).
En nuestro sistema experimental el efecto diferencial de los
antagonistas se manifiesta en la ME y no en el PAG, donde BNTX y NTB
antagonizan tanto al DPDPE como a la [D-Ala2]-Deltorfina U. Destaca además
que la eficacia de los dos agonistas 8 en la ME es mucho menor que en el PAG
siendo la relación existente entre el máximo de estimulación PAG/ME para el
DPDPE de 1.2 y parala [D-A.1a2]-Deltorfina U de 1.6. En las células NG 108-
15, que contienen un único tipo de receptores opioides .5 (Chang y cok,
1978). el efecto estimulador de DPDPE y [D-Ala2]-Deltorfina U sobre la
actividad GTPásica de baja Km se bloquea totalmente por el antisuero anti-8.
En estas células los antagonistas selectivos BNTX y NTB se mostraron como
herramientas útiles a la hora de detectar diferencias en los efectos del DPDPE
y de la [jD-Alafl-Deltorfina U. En este sentido, el DPDPE, ligando selectivo
para el subtipo 8~, ve modificado su comportamiento estimulador en presencia
de BNTX, antagonista selectivo 6~, mientras que la [1)-Ala2] -Deltorfina II,
ligando selectivo del 82, es antagonizada con preferencia por el NTB,
antagonista selectivo de este subtipo.
Del estudio de la estimulación de la actividad GTPásica provocada por
DPDPE y [1)-Ala2] -Deltorfina U en una estructura encefálica (PAG) y en la
ME de ratón se concluye que, en ambas zonas el antisuero generado frente
al receptor .5 bloquea la respuesta de las membranas frente al DPDPE y a la
[D-Ala2]-Deltorfina U. Al igual que en estudios de antinocicepción y de
fijación de radioligandos, el antisuero no distingue entre los dos subtipos de
receptores. Esto podría significar, que al menos, el extremo amino terminal
de los dos subtipos es idéntico puesto que el antisuero generado frente a los
16 primeros aminoácidos de dicho extremo modifica la respuesta de los dos
agonistas en las dos áreas. La posible glicosilación que el residuo 18 del
receptor opioide 8 puede sufrir no interfiere con el reconocimiento del
extremo amino terminal por el antisuero (Garzón y col., 1994a).
Recientemente se ha sugerido que 8~ y 82 difieren en la secuencia de los
dominios intracelulares, por ejemplo en el extremo carbaxilo terminal o en el
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tercer bucle intracelular (Sánchez-Blázquez y Garzón, 1995a).
En cualquier caso, todavía no está claro si los dos subtipos son en
realidad dos entes moleculares distintos o si se trata de dos respuestas
farmacológicas distintas de un mismo receptor, en función de la transducción
que active el ligando que se le una. Disminuyendo la expresión de distintas
subunidades a en el SNC de ratón mediante la adnunjstración i.c.v. de
oliqodesoxinucleótidos antisentido (ODN) frente a los diferentes RNAm que
las codifican se ha obtenido información muy valiosa. La administración de
ODN para G01a bloquea selectivamente la analgesia supraespinal provocada
por el DPDPE, mientras que la inyección de ODN para Gqa disminuye la
provocada por la [1)-Ala2 ]-Deltorfina U. Por el contrario, la administraciónde G±
1ao de G.,~a no afecta la analgesia evocada por los DPDPE o [1)-Ala2]-
Deltorfina II y si se utilizan G~
2a, G13a, G02a o G11a el efecto de los dos
agonistas se ve disminuido (Sánchez-Blázquez y Garzón, 1995a). Por ello,
en nuestro laboratorio se está trabajando en la actualidad con la hipótesis de
la existencia de los dos subtipos de receptores & que utilizan proteínas
transductoras diferentes. Lo que parece claro es que 8~ y 82 no participan
del mismo modo en un proceso tan importante para la farmacología opioide
como es la tolerancia-dependencia en la cual parece estar más implicado el
subtipo 82 (Miyamoto y col., 1994). También pudiera suceder que el mismo
receptor viera modificada su respuesta frente a un mismo agonista
dependiendo de la zona de estudio. Las señales reguladoras en el SNC no son
iguales en todas las áreas, de hecho, diferencias en el sistema de
transducción podrían ser las responsables de estos cambios de respuesta. El
sistema de transducción podría diferir en estructuras encefálicas y
espinales. La eficacia de un agonista sobre un receptor, estimada por la
estimulación de la actividad GTFásica que éste provoca, podría variar en
función de las proteínas transductoras disponibles en ese momento en esa
zona en concreto. En este sentido, el trabajo de Garzón y col - (1994c) es
revelador al demostrar la diferente eficacia de los agonistas opioides en
activar distintos tipos de proteínas G reguladas por un mismo receptor
opiolde.
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En el PAG de ratón, el antisuero anti-G12a disminuyó la eficacia
estimulatoria de todos los opioides estudiados, tanto ji- como 8-preferentes.
Por el contrario, el antisuero anti-G~,.a restó eficacia a los agonistas que son
capaces de unirse al receptor opioide ji, es decir, al DAGO, a la morfina, a
la 13-end y a la DADLE aunque en el caso de esta última únicamente a las
concentraciones más bajas - El anti-G~, .a no modificó la potencia de los
agonistas 8-selectivos DPDPE y [D-Ala
2]-Deltorfina U. Estos resultados
indicarían que en la estimulación de la actividad GTpásica mediada por el
receptor 8 no participaría la subunidad G
111a, y que en la mediada por el
receptor ji participarían las subunidades G12a y G,,a. Confirman pues la
hipótesis sugerida anteriormente, un mismo receptor es capaz de trabajar con
distintas proteínas transductoras para producir el mismo efecto. Estudios
previos de nuestro grupo en los que se evaluaba la participación de los
receptores opiodes ji y & en la analgesia supraspmal del ratón confirman
estos resultados (Sánchez-Blázquez y coL, 1993). En la antinocicepción ji
participan las proteínas G~2 y G,,., mientras que en la antinocicepción 8
participan las proteínas G1, y G~3 (Prather y col., 1994; Sánchez-Blázquez
y Garzón, 1993b). Aún queda por explorar el papel que otros subtipos de
proteínas G (Gqa, G12a, G,3a) puedan desempeñar.
Las secuencias de los receptores opioides ji y 8 presentan diferencias
en el dominio implicado en la unión con las subunidades a, en concreto, en
el tercer segmento interno y en el extremo carboxilo terminal (Chen y col.,
1993; Evansycol., 1992; Kiefferycol., 1992). Delmismo modo, lasdistintas
subunidades a presentan variaciones en los dominios carboxio terminales
donde interactúan con los receptores (Xtoh y col., 1986; Jones y Reed, 1987;
Strathmann y col., 1989). Por tanto, estas diferencias podrían ser las
responsables del acoplamiento diferencial de los receptores ji y .5 a las
distintas proteínas G -
La subunidad G~,,a presenta una velocidad de hidrólisis de GTP mucho
más lenta que la de otras subunidades a. Para las subunidades G.a, G0a y G,a
se ha descrito una tasa de hidrólisis 200 veces más rápida que para la G~,a,
mientras el tiempo medio de hidrólisis para esta subunidad se ha estimado en
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10-12 minutos para las demás se ha establecido en pocos segundos (Casey y
coL, 1990). Estas peculiaridades cinéticas de la subunidad G,,,,a la brindan
la posibilidad de controlar señales de aparición lenta y de vida media muy
larga (Casey y col.>, 1990). Este perfil de la subunidad G.,~a se ajusta a las
características de la antinocicepción de morfina y de 13-end: efecto analgésico
lento, prolongado y, en el caso de la morfina, muy resistente a la toxina
pertúsica (Sánchez-Blázquez y col., 1993). Por ello, para estudiar la
participación de la subunidad G.,,,a en los efectos estimulatorios de los
opioldes fue necesario aumentar la concentración de sustrato (GTP) o
disminuir el tiempo de incubación de las membranas con el GTP. En los dos
casos los resultados fueron idénticos por lo que se consideraron válidas las
dosaproximaciones experimentales. Con la segunda de las aproximaciones se
aseguró que la concentración de sustrato en el comienzo de la reacción fuera
la suficiente como para que todos los tipos de subunidades a,
independientemente de su sensibilidad por el GTP, pudieran manifestarse.
L.a importancia que la disponibilidad de sustrato tiene sobre la actividad
funcional del sistema de transducción ha quedado, por tanto, demostrada en
esta serie de experimentos.
Con respecto a la posibilidad de modificar el sistema de transducción
mediante tratamientos “in vivo”, resultados previos de nuestro grupo ya
hablan puesto de manifiesto la capacidad de las IgGs para alcanzar diferentes
subunidades Ga en la membrana neuronal (Sánchez-Blázquez y Garzón,
1992b; 1993; Sánchez-Blázquez y col.>, 1993). Eran trabajos en los que se
evaluaba la actividad antinociceptiva de distintos opioides tras la
administración “iii vivo” de antisueros específicos dirigidos contra distintas
secuencias de las subunidades G. - Dado que la administración de una única
dosis de IgGs modificaba la respuesta analgésica durante varios días, se
sugirió la necesidad de síntesis proteica para recuperar la función perdida
(Sánchez-Blázquez y col., 1993). Esta síntesis de “de novo” de proteínas G
tras una manipulación experimental también ha sido sugerida por otros
autores al estudiar el efecto de agonistas opioides sobre la regulación del
sistema de transducción en sistemas celulares (Ammer y Schulz, 1993;
Eriksson y col., 1992). La administración “in vivo” de los antisueros anU-
169
G12a y anti-G~,,a también modifica el binding de DAGO a fracciones P, del
PAG de ratón (Sánchez-Blázquez y col. ,.1993) - La actividad GTPásica de las
membranas de PAG también puede ser modificada por la administración i . c •y.
de antisueros específicos. En este sentido, el efecto estimulador de los
opioides DAGa, morfina y DADLE sobre la GTPasa de alta afinidad del PAG
de ratones inyectados con los antisueros anti-G~2a y anti-G~,3a se encontró
disminuido. El efecto de DADLE fue más sensible al anti-012a, que al anti-
G,,.a, el patrón contrario se observó al estudiar la morfina, que resultó ser
mucho más sensible al anti-G,,a. La estimulación de la actividad GTPásica de
baja Km provocada por el DAGO se redujo del mismo modo en presencia del
anti-G~2a y del anti-G,12a. El mismo patrón de respuesta se observó al
estudiar la modificación de la respuesta GTPáslca sensible a opioides en
fracciones P2 de PAG de ratón tratadas “in vitro” con estos antisueros. Se
desconoce por el momento si las IgGs, desde el exterior de la membrana,
pueden alcanzar las subunidades a de las proteínas G o si de algún modo son
transportadas al interior de las neuronas. El acceso de las IgGs a sus
antigenos podría estar favorecido por la compleja organización del sistema de
transducción en los sinaptosomas (Coulter y Rodbell, 1992). También se ha
descrito la existencia de péptidos que se encuentran insertados en la
membrana plasmática y que son capaces de regular el sistema de transducción
(Mousliycol., 1990).
La administración i.c.v. del modificador covalente [3-funaltrexamina
provoca un antagonismo irreversible de la antinocicepción opioide, así como
una disminución de la fijación opioide en el PAG. Este efecto sobre la fijación
se observa principalmente en áreas periventriculares disminuyendo en el
resto del mesencéfalo (Sánchez-Blázquez y Garzón, 1989). Un
comportamiento semejante se observó tras la administración i . c . y. de los
antisueros. La estimulación de laactividad G TPásica por opioides y la fijación
de DAGO (Garzón y col., 1994c; Sánchez-Blázquez y col., 1993) se redujo
en áreas del PAG cercanas al acueducto (aproximadamente O. Smm de
espesor) - Fenómenos de difusión desde los ventrículos podrían ser
responsables de estas observaciones. Parece, por tanto, lógico concluir que
al menos una pequeña población de receptores oploides y de proteínas G del
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PAG participan en la antinocicepción que la administración i . c • y. de los
opioides pone de manifiesto.
Uncapítulo interesante de este trabajo ha sido la respuesta encontrada
en la actividad GTPásica de las células hibridas NG 108-15 frente a los
agonistas ji. El DAGO y la morfina son capaces de estimular en estas células
dicha actividad enzimática de modo concentración-dependiente. Dado que
estas células presentan, según la mayoria de autores, un único tipo de
receptores & era lógico que los agonistas que se pudieran unir al receptor .5,
DADLE, DPDPE, [D-Ala’]-Deltorfina U o p-end, independientemente de la
afinidad con que lo hagan, desplegaran esa capacidad estimuladora (Koski
yKlee, 1982; Ottycol., 1989; SelleyyBidlack, 1992; Vachonycol.>, 1987).
El efecto observado con el DAGO y la morfina está mediado por receptores
opioides puesto que el antagonista opioide ji-selectivo, CTOP (Gulya y col.,
1986) antagoniza su efecto. De hecho, se eligió este antagonista en vez de la
naloxona por el carácter inespecífico de ésta. El antagonista 8-selectivo ICI
174864 en las células presenta el mismo patrón de antagonismo que en el PAG,
con la excepción de la morfina, que ahora ve modificada su respuesta en
presencia del antagonista 8-selectivo. Al igual que sucedía en el PAG 4) la
estimulación que la [D-Ala2]-Deltorfina II provoca en las membranas de las
células NG 108-15 es más sensible al ICI 174864 que la provocada por el
DPDPE, y U) a concentraciones bajas el DPDPE estimula menos que el resto
de los agonistas ensayados. Las efectos estimuladores de los agonistas ji
sobre la GTPasa de alta afinidad en estas células, aunque de menor magnitud
que los provocados por los agonistas 8, resultaron inesperados. En otros
trabajos también sehabian detectado este tipo de efectos estimulatorios sobre
el sistema de transducción al trabajar con agonistas ji y K en distintos
sistemas celulares, que presentaban sólo poblaciones homogéneas de
receptores 8 (Prather y col.., 1994). Estos autores sugieren que como el
DAGO es capaz de inhibir la adenilato ciclasa en las células NG 108-15, posee
cierta actividad como agonista 8. De hecho, recientemente en nuestro
laboratorio se ha observado que el tratamiento “in vivo” de células NG 108-15
con el modificador covalente 13-funaltrexamina previene de la estimulación que
el DAGO y la morfina ejercen sobre la actividad GTPásica de alta afinidad de
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las células. Sería interesante la determinación de los niveles de RNAm para
el receptor ji en estas células puesto que de existir es poco abundante ya que
no se pone de manifiesto ni utilizando técnicas de fijación ni de
inmunodetección -
La actividad del DAGO, la morfina y la 13-end sobre la GTPasa de alta
afinidad de membranas del SNC de ratón parece estar principalmente mediada
por el receptor ji. El antisuero anti-8 no modifica las curvas de activación de
estos agonistas y si que lo hacen los antisueros anti-ji. Del mismo modo, el
antagonista 8-selectivo ICI 174864 es inefectivo en la reducción de los efectos
estimuladores provocados por el DAGO y la morfina. En este sentido,
trabajos previos de nuestro grupo, en los que se estudiaba la fijación de
morfina y 3-end en el cerebro de ratón, pusieron de manifiesto que los dos
agonistas tenían afinidades muy parecidas por el receptor ji. Se calculó una
relación de afinidades puS de 0.027 para la morfina y de 0.17 para la 13-end
(Sánchez-Blázquez y Garzón, 1989). Dado que en el PAG de ratón es mayor
la densidad del receptor ji que la del & (Mansour y cal., 1987; 1988; Sharif
y Hughes, 1989; Tempel y Zukin, 1987) la mayor parte de la estimulación
promovida por los dos oploides estará mediada por el receptor ji aunque en
las concentraciones más elevadas podría intervenir también el receptor 8. Sin
embargo, como ya hemos apuntado anteriormente, de los datos resultantes
de los experimentos realizados con el antisuero anti-8 y con el antagonista
selectivo de los receptores 8 ICI174864 parece deducirse que la participación
del receptor 8 en la estimulación de morfina y [3-end sobre la actividad
GTPasa de baja Km del PAG de ratón es mínima.
El antisuero MU/2EL está generado frente a unasecuencia del segundo
bucle extracelular (208-216) del receptor ji de la rata, de modo que a una
concentración adecuada reconoce todas las posibles variantes del receptor
opioide ji, independientemente del grado de glicosilación, presentes en el
área de estudio y abole por completo el efecto estimulatorio de los agonistas
ji-preferentes DAGO y morfina. El antisuero MU/T está generado frente alos
16 primeros aminoácidos del extremo N-terminal de la secuencia del receptor
ji de la rata. El péptido antigénico incluye un posible sitio de glicosilación,
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el residuo 9 (Chen y col., 1993), por ello a pesar de utilizar cantidades muy
altas de antisuero no es capaz de bloquear todos los receptores p de la
preparación, posiblemente las glicosilaciones en esa posición los hagan
insensibles, y una parte del efecto estimulatorio de los agonistas se sigue
observando. Los azúcares parecen, por tanto, dificultar el reconocimiento
de la proteína antigénica.
Como la especificidad de los antisueros empleados en este trabajo está
suficientemente documentada (Garzón y col., 1994b; 1995; Garzón y
Sánchez-Blázquez, 1995), el que los efectos estimuladores de DPDPE y [D-
Alafl-Deltorfina U sobre la actividad GTPásica de baja Km del SNC del ratón
se vieran modificados por la presencia en el ensayo de los antisueros anti-ji
resultó en cierta medida sorprendente. Sin embargo, trabajos previos en los
que se evaluaba la eficiencia antinociceptiva en el test del tail-flick de
diferentes ligandos opioides administrados por vía i . c - y. a ratones ya habían
puesto de manifiesto un cierto efecto ji de diversos agonistas 8 opioides, en
especial DPDPE y DADLE - En estas experiencias se demostraba que los
ligandos 6 también necesitan unirse a los receptores ji para producir altos
niveles de analgesia supraespinal (Sánchez-Blázquez y Garzón, 1989). Estos
datos se pueden interpretar como, i) posible unión de los agonistas 8 a los
receptores opioides ji, sobre todo a las concentraciones más altas estudiadas;
Li) existencia de complejos opioides de carácter funcional formados por
receptores ji y 8. Como ya se ha comentado, este tipo de asociaciones han
sido propuestas a partir de estudios realizados “lii vitro”, no ha podido ser
demostrada en ensayos “in vivo” pero no puede descartarse.
En los ensayos “in vivo” se ha observado que la antinocicepcíón ji está
modulada por los receptores 8: la coadministración de morfina y dosis
subanalgésicas de DPDPE o [D-Ala2]-Deltorfina II en el ratón provoca
modulación positiva de la antinocicepción, mientras que la coadministración
de met-encefalina y morfina provoca modulación negativa - Los dos efectos
son sensibles al antagonista 8 selectivo ICI 174864 y al antagonista 82~
selectivo NTII (naltri.ndol-5 ‘-isotiocianato) pero no alantagonista &
1-selectivo
DALCE ([D-Ala2, Leu5, Cys’]encefalina). Por tanto, el subtipoS2 parece ser
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el receptor 8 implicado en la modulación de la antínocicepción de morfina
(Porreca y col., 1992). Este subtipo podría ser el mismo que otros grupos,
en base a estudios “in vitro” han denominado 8v,,, es decir, el receptor 8 que
existiría asociado al receptor ji formando un complejo receptorial opioide
(Rothman y col., 1988; Xu y col., 1993). Si este tipo de complejos
receptoriales existen, podría suceder que los antisueros anti-p bloquearan
los receptores ji pero debido al enorme tamaño de las IgGs, éstas impidieran
también el acceso de los agonistas 6 a los receptores 8 asociados. El grado de
estimulación sobre la actividad GTPásica de estos agonistas se encontrarla,
por tanto, disminuido. El hecho de que no suceda lo contrario, es decir, que
al poner el antisuero anti-8 no se bloqueen los efectos estimulatorios de los
agonistas p podria indicar que en el complejo habría muchos más receptores
ji que 6, de modo que aunque al bloquear los receptores 8 también se
impidiera el acceso a algunos receptores ji, todavía quedaran suficientes
como para que el agonista ji promoviera estimulación de la actividad
GTPásica. Los trabajos que describen la distribución de receptores opinides
ji y 8 en el SNC de ratón avalan esta hipótesis puesto que tanto en la médula
espinal como en el PAG la densidad de receptores ji es mucho mayor que la de
receptores 6 (Mansour y col., 1988). Los datos también parecen señalar que
los complejos serían distintos en zonas espinales o en zonas encefálicas
puesto que los efectos de los antisueros anti—p son distintos en una y en
otra. El antisuero MU/2EL modifica la respuesta frente al DPDPE y a la [D-
Ala2]-Deltorfina II más en el PAG que en la ME, mientras que el MU/T
disminuye más el efecto estimulatorio de los dos agonistas en la ME que en el
PAG. De estos resultados parece desprenderse que en la ME, el receptor ji
se encontraría menos glicosilado que en estructuras encefálicas puesto que
el antisuero MU/T, generado frente a una secuencia susceptible de sufrir
una glicosilación, es más eficaz en bloquear a su antígeno correspondiente.
Por tanto, en el SNC de ratón los agonistas opioides estimulan la
actividad GTPásica de alta afinidad de manera concentración-dependiente en
un proceso en el que participan los receptores opioides puesto que los
antagonistas opioides redujeron dicha activación. La actividad del DAGO, la
morfina y la f3-end sobre la actividad enzimática está mediada por el receptor
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ji, mientras que el efecto del DPDPE y la IID-Ala2)-Deltorfina III está mediado
principalmente por el receptor 8. Con respecto al sistema de transducción,
en la estimulación de la actividad GTPásica mediada por el el receptor ji
participan las subunidades G
12a y G~,.a y en la mediada por el receptor 8
participa la subunidad G12a pero no la subunidad G,,,a. La disponibilidad de
distintos sistemas de transducción en las diferentes áreas podría justificar
la existencia de los subtipos 8~ y 82. En las células hibridas de neuroblastoma
x glioma NG 108-15 tanto los agonistas 8— como los ji-preferentes estimulan,
también de modo concentración-dependiente, la actividad GTPásíca de baja
Km. El efecto estimulatorio de los agonistas para el receptor ji es menor y se
previene con la exposición de las células al modificador covalente j3-
funaltrexamina.
4. Efecto de los vévúdos mastonarán y N-acetfl-B-endarflna (1-31) sobre la
actividad GTPnásica de alta afinidad del PAG de ratón
.
El mastoparán, comootros compuestos anfífilicos, es capaz de modificar
el funcionamiento de ciertas proteínas G (Higashijima y col., 1988, 1990;
Mousli y col., 1990). En concreto, regulan las proteínas transductoras GL/GO
actuando directamente sobre ellas (Higashijima y col., 1988). Se trata de
péptidos cuyas secuencias presentan una cadena hidrofóbica larga y una
zona rica en residuos positivos, que podría interaccionar primero con los
residuos negativos de la membrana y luego con el extremo carboxilo terminal
de la subunidad a de la proteína G (Mousli y col., 1990a). El mastoparán y
la NAC cumplirían con este requisito estructural puesto que sus secuencias
presentan tres residuos de Lys (posiciones 3,4, y 11) y cinco residuos de
Lys <posiciones 9, 19, 24, 28y29), respectivamente.
El derivado N-acetilado de la ¡3-end (NAC) regula la antinocicepción
supraespinal mediada pordiferentes opioides y poragonistas a2-adrenérgicos
(Garzón y Sánchez-Blázquez, 1991; Sánchez-Blázquez y Garzón, 1992a).
Este neuropéptido presenta una baja afinidad por los receptores opioides
(DeaRin y col.>, 1980), carece de actividad analgésica cuando se adnunistra
i.c.v. en roedores (Smyth y col., 1979), por lo que sus efectos parecen
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ejercerse a nivel de las proteínas G (Sánchez-Blázquez y Garzón, 1993a).
El mastoparán y, quizás también la NAC, tras su unión a la membrana
plasmática, laatravesarían, posiblemente porun mecanismo de transferencia
electrolitica en el que participan los residuos negativos de la membrana
(Higashijima y coL, 1988, Mousli y col., 1990b). Se formaría una a hélice
muy estructurada en la que los residuos positivos quedarían expuestos al
medio acuoso de modo que se mimetizarían los bucles intracelulares de los
receptores acoplados a las proteínas G (1-Ligashijima y col., 1988; 1990). Los
residuos con cargas positivas y la estructura secundaria helicoidal son
esenciales para que se produzcan los efectos estimulatorios del sistema de
transducción, puesto que análogos del mastoparán en los que los residuos
básicos han sido sustituidos carecen de esta actividad <Danilenico y col.,
1993; Songycol., 1993).
El mastoparán, a concentraciones micromolares, estímula la actividad
GTPásica de proteínas G1/G, purificadas y reconstituidas en vesículas de
fosfolipidos (Hígashijixna y col., 1988; Mousli y col., 1990) y afecta a las
actividades enzimáticas fosfolipasa C y ATPasa de Na/K presentes en la
membrana plasmática de células 3T3 de ratón en cultivo (Danilenico y col.,
1993). En este trabajo se recoge que el mastoparán estimula la actividad
GTPásica de baja Km en membranas de PAG de ratón, a concentraciones
menores (100 nM). Como el mastoparán no interacciona con ningún receptor,
la estimulación que provoca sobre la actividad GTPásica es dependiente de
la concentración de péptido que se emplee y no del grado de ocupación del
receptor. Se registran, por tanto, incrementos en la estimulación según se
incrementa laconcentración de mastoparAn - Este perfil de respuesta también
se ha puesto de manifiesto en experimentos de reconstitución de proteínas G
en vesículas fosfolipídicas. Sólo a concentraciones muy altas de mastoparán
(mayores de 100 pM) parece producirse una pérdida de afinidad <Higashijima
y col.,1990).
Los antagonistas de receptores ligados a proteínas G facilitan el efecto
estimulatorio del mastoparán, pero al menos en el caso de la naloxona, sólo
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cuando se emplea una concentración subefectiva de mastoparán. Los
antagonistas presentaron distinta potencia a la hora de favorecer la
liberación de Pi por el mastoparán. La naloxona, antagonista no selectivo de
los receptores opioides, el CTOP (análogo de la somatostatina y de secuencia
Cys2 ,Tyy9,Orntpen’ Amida), antagonista selectivo de los receptores
opioides ji (Gulya y col., 1986) , el nor-BNI (nor-binaltorfimina), antagonista
de los receptores opioides NC (Portoghese y col., 1987), potenciaron el efecto
del mastoparán a concentraciones menores que las necesarias para observar
efecto con el sulpiride, antagonista D
2-dopaminérgico (Terai y col., 1983),
el idazoxán, antagonista a2-adrenérgico (Doxey y col., 1983), o el ICI
174864, antagonista selectivo de los receptores opioides & (Cotton y col.,
1984). A concentraciones micromolares (100 pM) el sulpiride y el idazoxán
ejercieron un efecto moderado pero significativo sobre la estimulación de la
actividad GTPásica provocada porel péptido en estudio. Este comportamiento
no se observó al incluir en el ensayo la bicuculina, antagonista de los
receptores GASA, que no están mediados por proteínas G (Curtis y col.,
1970; Bowery, 1989). Por tanto, se puede inferir que las proteínas G están
implicadas en el efecto facilitador que los antagonistas de receptores
acoplados a proteínas G ejercen sobre la activación de la actividad GTPásica
provocada por el mastoparAn.
F~ distinto efecto observado para los diferentes antagonistas puede ser
consecuencia de, i) distinta densidad de receptores en el área nerviosa
estudiada, en este sentido, los receptores ji y NC son más abundantes que el
receptor .5 en el PAG (Moskowitz y Goodman, 1985; Sánchez-Blázquez y
Garzón, 1989; Mansour y col., 1988); u) diferencias en la afinidad relativa
de los antagonistas por sus receptores; iii) diversidad en los sistemas de
transducción regulados poresos receptores (Birnbaumer y col., 1990; Yost,
1993). Como se han descrito proteínas O insensibles al mastoparán <los
subtipos G. y G~) (Higashijima y col., 1988; 1990). el acoplamiento de los
receptores a distintos tipos o subtipos de G~ o G. podría ser el responsable
de la distinta eficacia de los antagonistas sobre el efecto estimulador del
mastoparán.
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Se ha propuesto que el mastoparán incrementa la tasa de intercambio
de nucleótidos de guanina y la hidrólisis de GTP al actuar directamente sobre
el dominio de la subunidad G<. implicado en la unión con el receptor
(Higashiiji.ma y cal.., 1988; 1990). Si ésto fuera cierto, el mastoparán actuaría
principalmente sobre proteínas G en su forma heterotrimérica (no ligadas a
los receptores), por lo que los antagonistas no podrían influir en su efecto.
Los resultados obtenidos en este trabajo, indican que los antagonistas unidos
a sus receptores, probablemente porque provocan un cambio en las proteínas
G acopladas (Costa et al, 1990; Costa y Herz, 1989), facilitan el acceso del
mastoparán a las subunidades G~ (se observa un incremento en la hidrólisis
de GTP) - De hecho, la disociación del complejo receptor-proteína G
provocada por un agonista, elimina el efecto potenciador de los antagonistas
sabre la estimulación de la actividad GTPásica observada con el mastoparán.
Esta inhibición se observó con el DAGO, la morfina y el DPDPE en presencia
del antagonista naloxona. Se propone, por tanto, que el péptido anfifflico
mastoparán actúa sobre las proteínas O en un sitio distinto al implicado en la
unión al receptor, aunque posiblemente también situado en la zona carboxilo
terminal de las subunidades a (Weingarten y col., 1990). En este sentido hay
que destacar también los experimentos en los que se ensayaron los efectos de
la combinación de los antagonistas ji- y 8-selectivos, CTOP e ICI 174864, y
el mastoparán en presencia de los antisueros anti-p (MU/T) y anti-8. Con
ellos se intentaba determinar de qué modo los receptores opioides <ji y 6)
participan en los efectos potenciadores de los antagonistas sobre la
estimulación de la actividad GTPásica provocada por el mastoparán. Se
observa que una disminución en la ocupación de receptores por el antagonista
como consecuencia de la presencia del antisuero supone una reducción de su
eficacia potenciadora sobre los efectos del mastoparán en la GTPasa. Por
tanto, aunque los antagonistas unidos al receptor no activan directamente las
proteínas G, inducen cambios conformacionales en ellas, que facilitan el
acceso del mastoparán a las subunidades G0 (Martínez-Peña y col., 1995).
El mastoparán y la NAC presentan ciertas semejanzas en su
comportamiento en los ensayos de actividad GTPásica: i) su efecto
estimulador aumenta según se incrementa la cantidad de péptido empleado y;
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II) los dos ven modificado su efecto por la presencia de antagonistas. Por
todo ello un mecamnsmo común de actuación para los dos péptidos parece estar
implicado. Trabajos recientes de nuestro grupo, realizados “in vivo” en los
que la administración de las sustancias se realiza i . c. y -, han puesto de
manifiesto que el mastoparán se comporta como un antagonista no competitivo
de la antinocicepción inducida por los opioides DAGO, morfina, DPDPE y [D-
Ala2]-Deltorfina II, y por el agonista de los receptores a2-adrenérgicos
clonidina, administrados en el ratón. La administración previa de NAC evita
este comportamiento antagonista del mastoparán (Sánchez-Blázquez y col.,
1994; Sánchez-Blázquez y Garzón, 1995b). El efecto protector dela NAC sólo
se manifiesta si el neuropéptido se administra a los animales antes que el
mastoparán, por lo que se sugiere un mismo sustrato biológico de actuación
para los dos péptidos. En este punto se debe considerar la distinta
naturaleza de ambos, el mastoparán, que es un veneno, se comporta como una
toxina, mientras que la NAC que es un péptido endógeno actúa como un
neuromodulador. Probablemente el sitio de actuación de los dos péptidos son
las mismas proteínas G pero el mastoparán parece unirse a ellas con mayor
afinidad - El menor tamaño del mastoparán (14 aminoácidos frente a los 31 de
la NAC) podría facilitar su acceso a las G« en la membrana celular, de aid su
mayor efectividad.
Al estudiar el efecto que el mastoparán ejerce sobre la estimulación
provocada por distintos agonistas opioides se observa que concentraciones
subefectivas del mastoparán reducen dicha estimulación - Los agonistas
afectados fueron el DAGO, la morfina, la DADLE y el DPDPE, es decir, los
mismos que también ven reducida su capacidad analgésica en presencia de
mastoparán en los estudios “in vivo”. Hay que señalar que la analgesia
mediada por los receptores 6 resulta completamente abolida en presencia del
veneno peptídico, mientras que la analgesia producida por la activación de
los receptores ji presenta un componente que es insensible a la actividad
bloqueadora del mastoparán (Sánchez—Blázquez y Garzón, 19941,) - En
contraposición con el mastoparán, la NAC a pesar de regular la analgesia
mediada por los receptores p pero no la mediada por los receptores 6 (Garzón
y Sánchez-Blázquez, 1991; Sánchez-Blázquez y Garzón, 1992; Sánchez-
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Blázquez y Garzón, 1993), no modifica la respuesta GTPásica de las
membranas de PAG de ratón frente a sus agonistas.
La NAC sólo mostró su capacidad estimuladora de la actividad GTPásica
de baja 1Cm del PAG de ratón cuando el ensayo se llevó a cabo en presencia
de GTP y a 370C, es decir, en unas condiciones que favorecen el
desacoplamiento de los receptores y las proteínas G. El GTP desplaza al GDP
de la subunidad a, lo que provoca que el receptor pase a un estado de baja
afinidad. Esto confirmarla la hipótesis de que la NAC tiene acción directa
sobre las proteínas G y que su efecto no está mediado por receptores. Sólo
cuando las proteínas G seencuentran libres en la membrana son susceptibles
de ser modificadas por la NAC. Sin embargo, el mastoparán también resulta
efectivo en unas condiciones de experimentación más desfavorables como es
una preincubación en frío en ausencia de GTP. Estos resultados ponen de
nuevo de manifiesto una mayor facilidad de este péptido para actuar sobre el
sistema de transducción.
Los resultados del estudio de las posibles relaciones de competencia
y/o facilitación que se establecen entre el mastoparán y la NAC sobre la
actividad de las proteínas O muestran que la eficacia del mastoparán como
estimulador de la actividad GTPásica se ve incrementada en presencia de
concentraciones subefectivas de NAC, que de este modo se vuelve a mostrar
como sustancia neuromoduladora. De estos estudios se puede concluir que
tanto el veneno peptidico mastoparán como el péptido endógeno NAC
estimulan la actividad GTPásica de alta afinidad del FAO del ratón en un
proceso no mediado por receptor por lo que se propone un mismo sustrato
biológico de actuación, probablemente las mismas proteínas G. Las
diferencias observadas en una y otra estimulación podrían ser consecuencia
de la diferente naturaleza de los dos péptidos -
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1.- Las péptidos endógenos 13-endorfina (1-31) y su derivado acetilado «N
acetil-~-endorfina <1-31) se encuentran distribuidos de modo
diferencial en el SNC de la rata y el ratón. Los procesos de tolerancia-
dependencia a opioides provocan variaciones en el contenido de ambos
péptídos. Los cambios observados en los niveles de 0N-acetil-43-
endorfina (1-31) son de gran interés puesto que aportan una
información valiosa acerca de este neuropéptido del que hasta el
momento se desconoce su papel funcional aunque se le implica en
papeles de reguladores de la función opioide.
2.- En el SNC de ratón existen dos actividades enzimáticas responsables
de la hidrólisis de GTP, una de las cuales es de alta afinidad y
presenta una Km de 0.2-0.3 pM. La actividad GTPásica de baja Km (o
de alta afinidad) presenta una distribución diferencial. El tratamiento
crónico con morfina modifica la actividad GTPásica de alta afinidad en
el tálamo, el mesencéfalo (incluyendo a la sustancia gris
periacueductal) y la médula espinal. Dado que los cambios producidos
son de distinto signo (se producen disminuciones en el mesencéfalo y
en la médula espinal pero incrementos en el tálamo) los sistemas de
neurotransmisión que coexisten con el opioide podrían resultar
determinantes en la manifestación celular frente a situaciones de
tolerancia-dependencia.
3.- La estimulación de la GTPasa de baja Km provocada por agonistas en
membranas refleja los acontecimientos que se producen inmediatamente
a continuación de la activación del receptor por la unión de un
agonista - La potenciación poropioides de la actividad GTPásica de alta
afinidad en el SNC de ratón y en las células hibridas de neuroblastoma
x glioma NG 108-15 depende directamente de la concentración de
agonista utilizada, es ligando-selectiva y reversible por antagonistas
oploides - En membranas de PAG de ratón los agonistas opioides DAGO,
selectivo del receptor opioide ji; morfina, agonista preferente del
receptor ji; 13-end, agonista opiodep/8; DADLE, agonista opioide 6/ji;
y los agonistas selectivos del receptor 6, DPDPE y [D-Ala2 1 -Deltorfina
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U, estimulan la actividad GTPásica de alta afinidad. El DPDPE tras
unirse a los receptores 8 del PAG del ratón actúa con menor eficacia
que el resto de los agonistas para activar la GTPasa de baja Km. Los
antagonistas opioides naloxona (antagonista no selectivo) e Id 174864
(antagonista selectivo de los receptores 8) redujeron la estimulación
de la GTPasa producida por los agonistas opioides, lo que confirma la
implicación de los receptores opioides en los efectos estudiados.
4.- Los diferencia de efectos del DPDPE y la [D-Ala2]-Deltorfina II sobre
la actividad GTPásica de alta afinidad del SNC de ratón están de
acuerdo con la existencia de dos subtipos de receptores 8 (8. y 62),
que parecen regular diferentes proteínas transductoras. La
disponibilidad de estas proteínas en las distintas áreas del SNC
determinará la predominancia de efectos farmacológicos/fisiológicos de
uno u otro tipo de receptores opioides 8.
5. - Con la utilización de antisueros específicos generados frente a las
subunidades G
12a y G~,,,a en experimentos “in vivo” e “in vitro” se ha
puesto de manifiesto que en la estimulación de la actividad GTPásica
mediada por el receptor 8 participa la subunidad G,2a pero no la
subunidad G~,a, mientras que en la mediada por el receptor ji
participan tanto las subunidades G12a y G,,,a.
6.- En las células hibridas de neuroblastoma x glioma NG 108-15, en las
que está descrita la existencia de un único tipo de receptor opioide,
el 6, los agonistas preferentes del receptor ji, DAGO y morfina,
producen una estimulación concentración-dependiente de la actividad
GTPásica aunque de menor magnitud a la ejercida por los agonistas 8
selectivos, DPDPE y [D-Ala
2]-Deltorfina II. El tratamiento de las
células con el modificador covalente del receptor ji, 13-funaltrexamina,
abole el efecto del DAGO y de la morfina lo que sugiere la existencia
de una pequeña población de receptores ji.
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7.- La actividad del flACO, la morfina y la [3-end sobre la GTPasa de alta
afinidad de membranas del SNC de ratón está mediada por el receptor
ji puesto que la exposición de las membranas a los antisueros
generados frente al receptor ji liniita el efecto estimulatorio de dichos
agonistas. La actividad del DPDPE y la [fi-Ala2 J-Deltorfina II sobre la
GTPasa de alta afinidad de membranas del SNC de ratón está mediada
principalmente por el receptor 6 aunque no se puede descartar la
participación del receptor ji.
8. — El veneno peptídico mastoparán, a concentraciones nanomolares,
estimnula la actividad GTPásica de baja Km en membranas de PAG de
ratón. Como el mastoparán no interacciona con ningún receptor, la
estimulación que provoca sobre la actividad GTPásica no depende del
grado de ocupación del receptor sino que aumenta según lo hace la
concentración de péptido. Las antagonistas de diferentes receptores
ligados a proteínas G (opioides ji, 6 y K, a
2-adrenérgico y U2-
dopaminérgico) facilitan el efecto estimulatorio del mastoparán. Las
proteínas O parecen estar directamente implicadas en dicho efecto
fadlitador. Dado que el efecto del mastoparén se sigue manifestando
cuando los receptores están ocupados se propone que el péptido
anfífiláco actúa sobre las proteínas O en un sitio distinto al implicado
en la unión al receptor.
El péptido endógeno N-acelil--13-endorfina (1-31) también estimula la
actividad GTPásica de baja Km del PAG de ratón en un proceso no
mediado por receptor y únicamente en condiciones experimentales que
favorecen el desacoplamiento de los receptores y las proteínas G, es
decir, cuando las proteinas O se encuentran libres en la membrana. El
mastoparán y la N-acetil-13-endorfina (1-31) podrían tener un mismo
sustrato biológico de actuación, ¿las mismas proteínas O? a pesar de
la diferente naturaleza de los dos péptidos: el mastoparán es un
veneno que podría comportarse como una toxina y la N-.acetil—13—
endorfina (1-31) es un péptido endógeno al que se le asignan papeles
funcionales como neuromodulador.
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